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RESUMO: 
 
O objectivo principal deste estudo foi o desenvolvimento de um método 
biológico simples de síntese de nanopartículas de prata (AgNPs) utilizando extractos 
aquosos de Lúcia Lima e Erva de S. Roberto como agentes redutores. Investigou-se se 
factores como a temperatura e a concentração de extracto influenciam a forma e a 
velocidade de formação das AgNPs obtidas. Por último tentou-se identificar o(s) 
composto(s) que levam à formação e estabilização das AgNPs bem como a 
percentagem de redução dos iões Ag+.  
Ambos os extractos estudados podem ser eficientemente utilizados na síntese 
de AgNPs. Através da espectroscopia de UV-Vis foi possível determinar a presença de 
AgNPs esféricas pela obtenção de uma banda de absorção a ~430 nm devido a uma 
banda de ressonância plasmónica superficial (SPR) para o caso da síntese de AgNPs 
com extracto de Lúcia Lima. Para o extracto de Erva de S. Roberto esta banda SPR 
sofre um desdobramento em duas bandas SPR, a primeira centrada entre 360 e 400 
nm e a segunda centrada entre 420 e 520 nm, devido à obtenção de partículas 
esféricas e anisotrópicas (não esféricas).  
As formas e tamanhos das AgNPs foram verificados através de estudos de 
microscopia electrónica (TEM), onde se observaram partículas esféricas e 
anisotrópicas com tamanho entre 15 e 30 nm, não variando significativamente com a 
concentração de extracto ou temperatura de reacção. 
Verificou-se que a velocidade de formação das AgNPs aumenta com o aumento 
da temperatura de reacção, onde a 25 °C se obtêm AgNPs após 3h de reacção, 
atingindo uma estabilização às 24h, enquanto que a 95 °C a formação das AgNPs 
requer apenas 15 min de reacção. 
As partículas obtidas são cristalinas e com crescimento preferencial (111), 
resultados determinados por estudos de difracção de raios-X (XRD). 
Através de estudos de cromatografia líquida de alta pressão (HPLC) e 
espectroscopia de infravermelhos (FTIR-ATR) verificou-se que o extracto de Lúcia Lima 
contém 4 compostos maioritários, como verbascósido, isoverbascósido, lutelina-7-O-
diglucurónido e crisoeriol-7-O-diglucurónido, e que o isoverbascósido é o principal 
responsável pela formação e estabilização das AgNPs. Para o caso do extracto de Erva 
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de S. Roberto, este contém 5 compostos maioritários, ácido sináptico glucuronisado, 
ácido gálico, ácido elágico, quercitrina e cianidina (estudo efectuado anteriormente). 
No entanto, não se conseguiu determinar o(s) composto(s) responsáveis pela 
formação das AgNPs. Podemos sugerir que será uma contribuição de todos os 
compostos presentes no extracto, possivelmente da quercitrina e do ácido gálico. A 
taxa de redução dos iões Ag+ foi determinada por espectroscopia de absorção atómica. 
Para o caso do extracto de Lúcia Lima foi cerca de 45% para a síntese a 25 °C e 85% 
para a síntese a 95 °C. Para a Erva de S. Roberto a taxa de redução do iões Ag+ foi de 
70% em ambas as temperaturas. 
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ABSTRACT: 
 
The main purpose of this study was the development of a simple biological 
method for the synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) using aqueous leaf extracts of 
Lemon Verbena (Lippia citriodora) and Geranium (Geranium Robertianum) as reducing 
agents. We investigate the role of factors such as synthesis temperature and extract 
concentration that can influence the AgNPs synthesis rate, size and shape. At last we 
tried to identify the compounds that are responsible for AgNPs formation and 
stabilization as well as reduction rate of Ag+ ions.  
Both extracts that were studied can be efficiently used in the synthesis of silver 
nanoparticles. Through UV-Vis spectroscopy it was possible to verify the presence of 
spherical AgNPs due to the appearance of an absorption band at approximately 430 
nm related with the surface plasmon ressonance band (SPR), for synthesis using 
Lemon Verbena extract. For the synthesis of AgNPs with Geranium extract, the SPR 
band suffers a split in two SPR bands, the first centered between 360 and 400 nm, and 
the second between 420 and 520 nm, due to the formation of spherical and 
anisotropic particles (non spherical). 
The shapes and sizes of AgNPs were assessed through TEM studies, and it was 
observed spherical and anisotropic particles with diameters sizes between 15 and 30 
nm. Time, temperature and extract concentration did not influence significantly the 
shape and size of AgNPs. Althougth, the kinetic of AgNPs formation increased with the 
increase of temperature, were at 25 °C, AgNPs were obtained within 3h, with 
stabilization at 24h, and at 95 °C the AgNPs were detected after 15 minutes of 
reaction. 
The DRX studies confirmed that the silver particles are crystalline with 
preferential growth at (111). 
Through liquid chromatographic and infrared spectroscopic methods we 
determined that Lemon Verbena extract possesses four main compounds, 
verbascoside, isoverbascoside, luteolin- and chrysoeriol-7-O-diglucoronide, being 
isoverbascoside the compound responsible for AgNPs formation and stabilization.  In 
the case of Geranium Robertianum contains five main compounds, synaptic acid, gallic 
acid, elagic acid, quercitrin and cyanidin but it was not possible to determine which 
  v 
compound is mainly responsible for AgNPs formation and stabilization, all compounds 
present in the extract contribute to the reduction of silver ions, and most probably the 
quercitrin and gallic acid play a key role on the synthesis of AgNPs. The reduction rate 
of Ag+ ions was determined by atomic absorption spectroscopy. For Lippia citriodora it 
was obtained 45% of ion reduction at 25 °C and 85% for synthesis at 95 °C. For 
Geranium Robertianum it was obtained 70% at both temperatures. 
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GLOSSÁRIO: 
 
AAS – Espectroscopia de Absorção Atómica (do inglês Atomic Absorption 
Spectroscopy) 
AgNPs – Nanopartículas de prata  
ATR – Reflectância Total Atenuada (do inglês Attenuated Total Reflectance) 
DAD – Detecção de um conjunto de diodos (do inglês Diode Array Detection) 
ESI – Ionização por electrospray (do inglês Electrospray Ionization) 
fcc – sistema cúbico de faces centradas (do inglês face centered cubic)  
FTIR – Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (do inglês 
Fourier Transformed Infrared Spectroscopy) 
HPLC – Cromatografia Líquida de Alta Pressão (do inglês High Pressure Liquid 
Chromatography) 
MS – Espectrometria de Massa (do inglês Mass Spectrometry) 
RP – Fase Reversa (do inglês reversed phase) 
r.p.m. – Rotações por minuto 
RT ou tr – Tempo de Retenção (do inglês Retention Time) 
SPR – banda de ressonância plasmónica superficial (do inglês Surface Plasmon 
Ressonance)  
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TEM-EDX – Microscopia Electrónica de Transmissão acoplado com Espectrofotometria 
de Raios-X de Dispersão de Energias (do inglês Transmission Electron Microscopy with 
Energy Dispersive X-ray Spectrofotometer). 
UV-Vis – Espectroscopia de UV-Visível (do inglês UV-Visible Spectroscopy) 
XRD – Difraccção de Raios X (do inglês X Ray Diffraction)  
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I. Introdução 
 
A nanotecnologia envolve a produção, manipulação e o uso de materiais desde 
a escala de micrómetros até ao nível atómico [1], tendo como objectivo entender, 
criar e usar materiais com novas propriedades e funções consoante o seu tamanho. O 
rearranjo dos materiais à nanoescala usando interacções moleculares fracas, tais como 
as forças de Van der Waals, pontes de hidrogénio ou dipolos electrostáticos, requer 
pouca energia e permite a reversibilidade do sistema ou outros rearranjos [2]. 
O uso da química verde para a síntese de nanopartículas metálicas tem, 
recentemente, ganho grande interesse devido às suas potenciais aplicações em 
biomedicina. A escolha desta via de síntese está relacionada com a crescente procura 
de vias reaccionais com utilização de químicos não tóxicos e amigos do ambiente. As 
plantas, em contraste com os métodos químicos podem ser uma boa alternativa para 
a síntese de nanopartículas metálicas [1].  
  
I.1. Nanopartículas metálicas 
 
O termo nanopartícula não tem uma única definição, por isso são normalmente 
referidas como sendo partículas com tamanho até 100 nm. As nanopartículas podem 
exibir propriedades completamente novas ou melhoradas baseadas nas suas 
características específicas, como tamanho, distribuição, morfologia, fase, etc., quando 
comparadas com partículas de maiores dimensões da mesma fonte de onde as 
nanopartículas foram formadas. Podem apresentar morfologias muito diferentes 
(flocos, esferas, formas dendríticas, etc.) consoante o tipo de material que se encontra 
na base da sua formação [3]. 
As nanopartículas de metais nobres têm grande aplicação em vários domínios 
como tecnologia de sensores, aparelhos ópticos, catálise, marcadores biológicos e 
sistemas de transporte de drogas [4]. As nanopartículas metálicas também estão a ser 
usadas como aditivos de combustíveis de modo a diminuir as emissões através do 
aumento da eficiência de combustão. Estão a ser investigadas especialmente as 
nanopartículas de óxidos metálicos, uma vez que promovem as reacções de 
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combustão in situ sem desgaste significativo do motor devido ao tamanho das 
nanopartículas envolvidas. Devido à sua elevada área superficial, também estão a ser 
investigadas para o desenvolvimento e produção de electricidade solar fotovoltaica 
[3]. 
 
I.2. Propriedades ópticas das nanopartículas metálicas 
 
As propriedades ópticas observadas em materiais no estado sólido podem ser 
classificadas em vários tipos de fenómenos, como a reflexão, propagação e 
transmissão, figura 1. 
 
Figura 1 – Reflexão, propagação e transmissão de um feixe de luz incidente num meio óptico [5]. 
 
Um feixe de luz ao incidir num meio óptico faz com que essa luz disperse, 
podendo ocorrer diversos fenómenos. Parte dessa luz é reflectida da superfície frontal, 
enquanto que o resto penetra e propaga-se no meio.  
Na figura 2 estão representados os fenómenos que podem ocorrer quando um 
feixe de luz se propaga num meio óptico, em que três processos podem ocorrer: a 
refracção, a absorção e luminescência, e a dispersão. Na refracção a luz propaga-se 
através do meio, no entanto é mais lento do que em espaço livre. Esta redução de 
velocidade leva a que os raios de luz mudem de direcção nas interfaces. A refracção 
em si não afecta a intensidade da luz à medida que ela se propaga através do meio. 
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Figura 2 – Fenómeno que pode ocorrer quando um feixe de luz se propaga num meio óptico [5]. 
 
A absorção ocorre durante a propagação se a frequência do feixe da luz estiver 
em ressonância com as frequências de transição dos átomos, ou moléculas, no meio. 
Neste caso, o feixe é atenuado à medida que se propaga [5]. Para o caso das 
nanopartículas metálicas esféricas, quando irradiadas por luz, ocorre oscilação 
colectiva de electrões livres na superfície da partícula, absorvendo parte da luz visível, 
figura 3. Este fenómeno é denominado por efeito de ressonância do plasmão de 
superfície (SPR), o qual depende do tamanho da partícula, do material e da sua forma 
[6] [7]. 
 
 
Figura 3 – Esquema da oscilação de um plasmão para uma esfera, e o deslocamento da nuvem 
electrónica dos electrões [6]. 
 
Tendo em conta que as propriedades ópticas das nanopartículas metálicas são 
bastante dependentes do tamanho da partícula, Mie aplicou a teoria geral da extinção 
de luz em partículas pequenas. Com a variação do tamanho e forma da partícula, o 
espectro de absorção óptica das nanopartículas apresenta mudanças na banda de SPR, 
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tais como variação da intensidade desta banda e desvio do seu comprimento de onda 
(c.d.o.) máximo [5]. 
 
Dos três metais que apresentam ressonâncias de plasmão no espectro do 
visível (Au, Ag e Cu), a prata é o metal que exibe uma maior eficiência na excitação do 
plasmão sendo que este é o mecanismo mais eficiente pelo qual a luz interage com a 
matéria. Assim, uma nanopartícula de prata interage com a luz mais eficientemente do 
que uma partícula do mesmo tamanho constituída por qualquer cromóforo orgânico 
ou inorgânico [8]. As ressonâncias plasmónicas da prata e do ouro sofrem desvios de 
c.d.o. no espectro do visível, devido ao tamanho, forma e ao meio dieléctrico 
circundante. Devido a esta propriedade as AgNPs e AuNPs, potencialmente podem ser 
aplicadas em filtros ópticos, sensores, etc., sendo que as AuNPs têm sido mais 
investigadas, apesar do facto das AgNPs exibirem uma maior eficiência de excitação do 
plasmão, como referido anteriormente. Como as AgNPs têm uma maior propensão 
para desenvolver corrosão oxidativa e agregação em soluções electrolíticas, o seu uso 
é mais limitado, especialmente em aplicações biológicas. A corrosão oxidativa e a 
agregação podem ser atenuadas ou até eliminadas através da adição de uma camada 
protectora, como ligandos orgânicos ou inorgânicos, que permitem uma maior 
estabilidade das AgNPs em solução, independentemente do pH [9]. 
 
I.3. Biosíntese de nanopartículas metálicas 
 
Actualmente, investigação na área da nanotecnologia está focada na síntese 
controlada de nanopartículas com diferentes tamanhos, formas e composição química, 
e no controlo da sua dispersão para aplicações biológicas com benefício humano. As 
nanopartículas começaram por ser produzidas por via química e física, com elevada 
eficiência, obtendo-se partículas puras e com propriedades bem definidas. No entanto 
estes métodos de síntese são considerados muito caros e potencialmente perigosos 
para o ambiente. De modo a contornar este problema recorreu-se ao uso de sistemas 
biológicos como por exemplo microrganismos, extractos de plantas ou a sua biomassa 
como alternativa aos métodos químicos e físicos para a produção de nanopartículas de 
um modo “amigo do ambiente”. Já foram estudadas várias plantas que mostraram ser 
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eficientes e rápidas na síntese de AgNPs e AuNPs tais como extractos de geranium 
(Pelargonium graveolens), Cinnamommum camphora, Aloe Vera, entre outros. Estes 
estudos demonstraram o envolvimento de proteínas, polifenóis e hidratos de carbono 
na síntese de nanopartículas metálicas [10]. Uma das investigações mais interessantes 
da síntese de nanopartículas através de plantas envolve as raízes da alfafa, pois estas 
possuem a capacidade de absorver Ag0 do solo e transferi-lo para os seus ramos, no 
mesmo estado de oxidação. Uma vez nos ramos, os átomos de Ag organizam-se para 
formar nanopartículas, e estas agrupam-se para formar agregados de maiores 
dimensões. Técnicas de microscopia electrónica revelaram que os átomos de Ag 
acumulados no interior do tecido da planta sofriam nucleação resultando na formação 
de nanopartículas. Este método poderá ser bastante eficiente na descontaminação do 
solo poluído com metais pesados [1] [11]. 
Recentemente diversos autores têm conseguido realizar, com sucesso, 
biosíntese de nanopartículas metálicas através da biomassa de organismos 
unicelulares tais como bactérias [12] e fungos [13], assim como extractos de plantas, 
tais como geranium [14], limoeiro [15], folhas de Azadirachta indica [16], diopyros kaki 
[17] entre outros [1] [18]. 
 
I.3.1. Biosíntese de AgNPs usando extractos de Lúcia Lima e Erva de S. 
Roberto 
 
Neste trabalho foram estudados os extractos aquosos de Lúcia Lima (Lippia 
citriodora) e Erva de S. Roberto (Geranium Robertianum) na biosíntese de AgNPs. A 
escolha destas plantas teve em conta as suas propriedades antioxidantes e 
composição fitoquímica [19] [20]. Estes extractos são ricos em compostos polifenólicos 
e portanto poderão ser bons agentes redutores do ião prata, com consequente 
formação de nanopartículas. 
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I.3.1.1. Lúcia Lima  
 
A Lúcia Lima é uma planta nativa da América do Sul, tendo sido introduzida na 
Europa no final do século XVII e é hoje cultivada na área do Mediterrâneo incluindo 
Portugal [19]. Tem sido tradicionalmente utilizada em infusões para o tratamento da 
asma, febre e indigestão. É bastante usada em preparações alimentares e em 
medicamentos tradicionais. 
Bilia et al. (2008) e Quirantes-Piné et al. (2009) realizaram estudos sobre os 
constituintes do extracto de Lúcia Lima por combinação de técnicas de separação 
como a cromatografia líquida de alta pressão (HPLC), e detecção espectométrica de 
massa (MS) com diferentes analisadores de massa, tais como DAD/ESI (Diode Array 
Detection, ESI – Electron Spray Ionization) [20] e ESI/TOF (TOF –Time of Fligth) [19]. 
Segundo estes estudos, os constituintes deste extracto são principalmente compostos 
fenólicos e pertencem principalmente a três classes: iridoides (A), flavonóides (B) e 
fenilpropanoides (C). Na figura 4 são apresentadas as estruturas de alguns dos 
compostos identificados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 – Estruturas químicas dos principais constituintes do extracto de Lúcia Lima [20] [19]. 
A B 
C 
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Uma vez que os extractos de Lúcia Lima têm na sua constituição derivados 
mono- e di-glucuronídicos de apigenina e derivados de verbascósido, potencialmente 
poderão ser utilizados na biosíntese de nanopartículas metálicas. De facto, Kasthuri et 
al. (2008) [11] publicou um estudo onde propôs um mecanismo para a formação de 
AgNPs a partir de um derivado de apigenina, a apigenina-7-O-apiosil-glucósido (apiin), 
figura 5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5 – Proposta de mecanismo para a formação de nanopartículas de Ag a partir dum derivado de 
apigenina, a apigenina-7-O-apiosil-glucósido (apiin) [11]. 
. 
Este mecanismo baseia-se na forte capacidade dos grupos carbonilo da 
apigenina-7-O-apiosil-glucósido de se coordenar e reduzir os iões metálicos ao estado 
metálico (Ag0) [11]. 
Estudos mais recentes [21] [22] reportam a interacção de vários grupos 
funcionais com a superfície das nanopartículas, através da técnica de SERS (Surface 
Enhanced Ramam Scatering). Os resultados obtidos destes estudos evidenciam a 
participação de compostos contendo oxigénio, azoto ou enxofre. Os grupos 
carboxilato e éster podem interagir fortemente com Ag ou Au através de coordenação 
de ligações de transferência de carga, envolvendo as orbitais vazias dos metais, 
levando à redução do ião metálico e consequente formação da nanopartícula. Esta 
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interacção é mais forte quando o carboxilato está ligado a um sistema aromático, em 
ácidos benzóicos. Para o caso dos álcoois, os aromáticos, tais como fenóis, interagem 
fortemente com metais. É o caso de polifenóis, compostos existentes em extractos de 
plantas com grupos OH em posição orto, tais como o catecol, ácido cafeico e ácido 
gálico. Quando é induzida uma modificação química em moléculas deste tipo pela 
presença de iões metálicos em solução, estas são oxidadas a o-quinonas, doando os 
electrões ao ião metálico presente, fazendo com que este se reduza formando as 
nanopartículas metálicas. As quinonas aromáticas têm grande afinidade para a 
superfície dos metais que pode levar à redução química nas correspondentes 
hidroquinonas [21], levando à existência de um sistema ceto-enólico, figura 6A [22]. A 
estabilidade química das quinonas pode ser preservada na superfície do metal se a 
forma ceto for protegida por compostos fenólicos adjacentes [21]. Este mecanismo foi 
proposto por diversos autores tais como Roy et al. (2010) [23] e Guerrini et al. (2007), 
figura 6B [21]. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6 – Esquemas representativos da adsorção de polióis (A) e catecol (B) através estrutura do o-
difenol e a subsequente polimerização resultante da adsorção [21] [23]. 
 
I.3.1.2. Erva de S. Roberto 
 
A Erva de S. Roberto pertence à família das Geraniaceas e é nativa da Europa, 
Ásia central e meridional. Pode ser encontrada em florestas, especialmente em locais 
frescos e húmidos. Esta planta tem sido utilizada na medicina tradicional desde há 
muitos séculos [24] e é particularmente utilizada no tratamento contra doenças 
inflamatórias e cancerígenas [25]. 
A B 
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Foi reportado por Lima (2009) [26] que o extracto de Erva de S. Roberto é 
constituído por cinco compostos maioritários: quercitrina (um derivado da 
quercetina), ácido sináptico glucuronisado, ácido gálico, ácido elágico e cianidina, 
figura 7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7 – Compostos maioritários no extracto aquoso de Erva de S. Roberto obtidos por espectroscopia 
de massa em modo positivo [26]. 
 
Observando as estruturas dos compostos identificados verifica-se a presença 
de grupos hidroxilo e carbonilo em todos eles e portanto será expectável que o 
extracto desta planta possa ser usado com sucesso na biosíntese de AgNPs.  
Jurasekova et al. (2009) [27] verificaram que a quercetina é muito reactiva com 
os iões metálicos, reduzindo-os, devido a dois pontos sensíveis na sua estrutura, o 
grupo catecol (anel B) e os grupos 3OH/4C=O no anel C. De facto a interacção da 
quercetina com a superfície das AgNPs pode ocorrer em vários pontos: 3’OH/4’OH, 
3OH/4C=O, 5OH/4C=O, figura 8. 
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Figura 8 – Estrutura química da quercetina. Os grupos assinalados são grupos que podem ser facilmente 
oxidados [27]. 
 
Esta interacção induz várias mudanças estruturais na quercetina, como é 
possível observar na figura 9 [27]. 
 
 
Figura 9 – Estrutura molecular proposta de uma das espécies formadas através da quercetina adsorvida 
nas nanopartículas de Ag [27]. 
 
A quercitrina (um derivado da quercetina, presente no extracto de Erva de S. 
Roberto) que também possui grupos catecol, assim como os restantes compostos 
presentes neste extracto, podem seguir o mesmo mecanismo de interacção 
evidenciado na figura 9, através da oxidação destes grupos a quinonas, doando 
electrões ao ião metálico presente em solução, de forma a reduzi-lo ao estado 
metálico promovendo a formação das nanopartículas metálicas. 
 
I.3.2. Factores que influenciam a velocidade de síntese e o tamanho de 
AgNPs 
 
Vários estudos foram efectuados por diversos autores, que apresentam 
mecanismos para formação de nanopartículas consoante a concentração de agente 
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redutor e a temperatura de reacção, que vão influenciar a velocidade da reacção e o 
tamanho das AgNPs obtidas. 
O processo de formação das AgNPs ocorre em duas fases: nucleação e 
crescimento. Na nucleação existe a formação de pequenos núcleos de AgNPs devido à 
presença de agente redutor e redução do ião prata ao estado metálico [28]. Após essa 
formação, ocorre um segundo processo que leva ao crescimento dos mesmos por 
deposição de novos núcleos à superfície dos já existentes, levando ao crescimento das 
AgNPs, como é possível observar na figura 10.  
 
 
 
 
 
Figura 10 – Esquema representativo da formação de nanopartículas de prata (adaptado de [28]). 
 
A quantidade de núcleos de AgNPs formados também é influenciada pela 
velocidade da reacção de biosíntese. A temperatura de síntese é um dos factores que 
influencia a velocidade da reacção, variando a quantidade de núcleos formados. 
Quando a biosíntese de AgNPs é realizada a uma temperatura elevada, ocorre o 
aumento da energia cinética dos pequenos núcleos formados, resultando num 
aumento da frequência de colisão entre estes núcleos, o que leva à aglomeração 
destes com consequente aumento do tamanho das AgNPs, como foi reportado por 
Sarkar et al. [29]. No entanto, e como foi referido anteriormente, as AgNPs possuem 
um revestimento composto por um material orgânico que lhes confere estabilidade, 
que poderá prevenir a agregação dos pequenos núcleos de AgNPs, obtendo-se assim 
AgNPs de pequenas dimensões.  
A velocidade da reacção também pode ser afectada pela concentração e 
natureza do agente redutor. Um aumento da concentração de agente redutor pode 
induzir um aumento da velocidade de reacção [30], uma vez existem mais iões Ag+ a 
serem reduzidos, resultando na formação de grande quantidade de pequenos núcleos 
de AgNPs. Neste caso, poderá ocorrer preferencialmente a formação AgNPs de 
pequenas dimensões e o processo de crescimento ser retardado [29].  
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No entanto, o aumento da concentração de agente redutor pode também 
resultar numa diminuição da velocidade, como foi verificado por Sivaraman et al. 
(2009) [31] . Neste estudo, foi utilizado o ácido tânico como agente redutor (figura 11). 
Este é um ácido fraco com pouco poder redutor e pode ser hidrolisado em ácido gálico 
e glucose, sendo que o ácido gálico, como agente redutor, forma rapidamente AgNPs 
mas é um fraco agente estabilizador, e a glucose é um fraco agente redutor mas bom 
estabilizador das AgNPs. Este composto possui cinco ramificações em que os seus 
terminais são compostos por grupos o-dihidroxifenólicos (assinalados na figura 11) 
capazes de participar na reacção de bioredução dos iões Ag+, sendo oxidados a 
quinonas e doando electrões aos iões Ag+ [31]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11 – Representação da estrutura do ácido tânico [31]. 
 
Além dos grupos o-dihidroxilfenólicos, também podem participam os grupos 
carbonilo próximos dos hidroxilo. Assim, este composto tem a capacidade de reduzir 
quatro iões Ag+ em cada um dos seus terminais sendo a sua saturação máxima de 20 
átomos de Ag. Estes locais são preferenciais pois permitem uma rápida reorganização 
atómica através dos grupos aromáticos, facilitando a nucleação, retardando o 
processo de crescimento, levando à formação de AgNPs de pequenas dimensões. Se a 
concentração de agente redutor, ácido tânico, for muito elevada, cada molécula deste 
composto está em média ligada a apenas um átomo de prata, e portanto a velocidade 
de reacção irá estar dependente da interacção entre estes compostos insaturados em 
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solução, diminuindo a velocidade de nucleação, favorecendo o crescimento dos 
poucos núcleos de AgNPs formados e consequente aumento do seu tamanho.  
 
Outros estudos foram também efectuados, onde se adiciona NH4
+ à mistura 
reaccional que faz variar o tamanho e a velocidade de síntese das AgNPs. Chandran et 
al. (2006) [32] e Kvítek et al. (2005) [33] realizaram estudos de síntese de AgNPs em 
que adicionavam este reagente à mistura reaccional, o que torna a velocidade de 
reacção menor, levando à obtenção de AgNPs de grandes dimensões. Este facto é 
devido à formação de um complexo do agente redutor com os iões Ag+, [Ag(NH3)2]
+, 
com diferentes potenciais redox padrão. O potencial redox padrão de Ag+/Ag0 é de + 
0.799V enquanto que o de [Ag(NH3)2]
+/Ag0 é 0.373V [33]. No estudo mencionado 
anteriormente, utilizou-se açúcares como agentes redutores os quais apresentam o 
potencial redox padrão de -0.15V (a pH 7), a diferença entre este potencial e o do 
complexo [Ag(NH3)2]
+/Ag0 é menor, do que em relação à redução do ião Ag+/Ag0, e  
portanto a redução do complexo é mais difícil. Este facto traduz-se numa diminuição 
da velocidade da reacção e consequentemente numa diminuição do número de 
núcleos de Ag0 formados, promovendo maioritariamente o crescimento destes, 
obtendo-se AgNPs de grandes dimensões [33]. 
 
 
Neste trabalho pretende-se desenvolver um método biológico simples para a 
biosíntese de nanopartículas de prata utilizando extractos de Lúcia Lima e Erva de S. 
Roberto como agentes redutores da prata. Após a síntese das nanopartículas de prata 
pretende-se também investigar se factores como a concentração de extracto e a 
temperatura de síntese influenciam o tamanho e forma da nanopartícula sintetisada e 
a velocidade de síntese. Além destes factores, também se tentou identificar o(s) 
composto(s) responsável(is) pela redução da prata, com consequente formação das 
nanopartículas, através do estudo da composição fitoquímica de ambos os extractos 
aquosos. 
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II.1.  Procedimento Experimental 
 
II.1.1. Material vegetal e reagentes 
 
Neste trabalho utilizou-se como material vegetal os extractos aquosos de Lúcia 
Lima, Erva de S. Roberto e Camellia sinensis (Chá Verde). As plantas utilizadas foram de 
origem comercial, Lúcia Lima da Tetley, Erva de S. Roberto da Erva Pura e o Chá Verde, 
Área Viva. 
O nitrato de prata, AgNO3 (M = 169.87 g/mol) foi fornecido pela Merck (99.8% 
de pureza), a amónia, NH4
+ (M = 18.03 g/mol) foi fornecido pela Pronolab, (25-29% em 
solução).  
Os reagentes utilizados para a análise por HPLC foram todos p.a. (para análise). 
 
II.1.2. Preparação dos extractos aquosos de Lúcia Lima, Erva de S. 
Roberto e Chá Verde 
 
Para preparar os extractos aquosos pesou-se 1.5 g (balança Sartorius BP 110 S) 
de folhas secas, adicionou-se 100 mL de água destilada e ferveu-se durante 5 minutos. 
De seguida filtrou-se a vácuo, e a solução foi deixada arrefecer até à temperatura 
ambiente. 
 
II.1.3. Síntese de AgNPs 
 
As AgNPs foram sintetisadas adicionando às soluções anteriores uma solução 
de AgNO3 10
-3 M (5 mL) e uma solução de AgNO3 (5 mL) + NH4
+ (2.5 mL). 
A síntese de AgNPs na presença de NH4
+ foi estudada utilizando extracto de 
Chá Verde e Lúcia Lima. A amónia foi apenas utilizada nos primeiros ensaios, tendo em 
conta a metodologia descrita por Vilchis-Nestor et al. (2008) [34]. De salientar que o 
trabalho foi desenvolvido maioritariamente na ausência deste reagente e usando 
apenas os extractos de Lúcia Lima e Erva de S. Roberto. 
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A síntese de AgNPs utilizando extractos de Lúcia Lima e Erva de S. Roberto foi 
estudada, analisando factores como o tempo, a concentração de extracto, a 
temperatura de reacção que influenciam o tamanho e forma das AgNPs sintetisadas.  
 
II.1.3.1. Efeito da concentração de extracto  
 
De modo a estudar a influência da concentração de extracto na biosíntese das 
nanopartículas metálicas foram preparados duplicados de soluções com 
concentrações diferentes de extracto. Foram analisados as concentrações de 5, 6, 7.5 
e 10 mL de extracto de Lúcia Lima, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 2, 4, 6, e 10 mL de Erva de S. 
Roberto e 5 e 10 mL de chá verde. No caso das amostras preparadas em presença de 
amónia, isto é, chá verde (5 e 10 mL) e Lúcia Lima (10 mL), juntou-se 2.5 mL de amónia 
concentrada. A todos os extractos foram adicionados 5 mL de AgNO3 (10
-3 M) e perfez-
se o volume total para 50 mL. 
 
II.1.3.2. Efeito da temperatura 
 
Para o estudo da influência da temperatura na biosíntese das nanopartículas, 
as amostras foram preparadas de modo análogo às preparadas a 25 °C, na ausência de 
NH4
+, para as concentrações de 5 e 6 mL de extracto de Lúcia Lima e 2 e 4 mL de Erva 
de S. Roberto. A reacção decorreu num banho termostatizado a 95 °C (Grant W14). No 
esquema 1 são apresentados de um modo esquemático todos os efeitos estudados na 
síntese de AgNPs. 
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Esquema 1 – Planificação da síntese de AgNPs e os vários efeitos estudados. 
 
 
II.1.4. Detecção da presença e caracterização das AgNPs 
 
A detecção da presença e a caracterização das AgNPs sintetisadas através de 
extractos de Lúcia Lima, Erva de S. Roberto e Chá Verde foi efectuada através da 
aplicação de diferentes métodos de análise, tais como, métodos espectroscópicos e 
microscópicos. 
 
II.1.4.1.  Métodos espectroscópicos 
 
Ao longo de 24h foram retiradas aliquotas das soluções preparadas para 
análise por espectroscopia de UV-Vis. De referir que todos os espectros de UV-Vis 
apresentados são espectros diferenciais, uma vez que foram obtidos num 
Chá Verde, Lúcia Lima e 
Erva de S. Roberto 
 (1.5 mL folhas em 100 mL H2O)
Ferver 5 min e filtrar 
 
 
Sintese de AgNPs 
(com 5 mL de AgNO3) 
 
Efeito da concentração 
de extracto 
 
Efeito da 
Temperatura 
 
Com Amónia 
(2.5 mL) 
 
Sem Amónia 
(25 °C) 
 
Sem Amónia  
(95 °C) 
 
Chá Verde 
(5 e 10 mL) 
 
 
Lúcia Lima 
(5 mL) 
 
Lúcia Lima 
(5, 6, 7.5, 10 
mL) 
 
Erva de S. Roberto  
(0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 2, 4, 
 6, 10 mL) 
 
Lúcia Lima 
(5 e 6 mL) 
 
Erva S. Roberto 
(2 e 6 mL) 
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espectrofotómetro de feixe duplo, o que permite fazer a diferença entre a amostra e o 
seu branco. 
Para o estudo da influência da temperatura, foram retiradas várias aliquotas, 
ao longo do tempo, que foram colocadas imediatamente em gelo de modo a parar a 
reacção, e a serem analisadas por espectroscopia de UV-Vis. 
 
Na caracterização das AgNPs por Espectroscopia de Infravermelho com 
Transformada de Fourier com acessório de Reflectância Total Atenuada (FTIR-ATR), 
foram analisadas amostras de AgNPs sintetizadas através do extracto de Lúcia Lima (10 
mL) e Erva de S. Roberto (4 mL) ambos com 5 mL de AgNO3 (10
-3 M). Foram analisadas 
amostras centrifugadas e não centrifugadas. No caso das amostras centrifugadas, 
estas foram centrifugadas a 11000 r.p.m. durante 15 minutos (Centrífuga 5415D da 
Eppendorf com rotor F-45-24-11). Desta centrifugação, o sobrenadante obtido foi 
utilizado nas mesmas condições para análise por espectroscopia de absorção atómica, 
o qual será referido posteriormente, e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de água 
destilada. Este último procedimento foi repetido três vezes de modo a ser retirada a 
contribuição do extracto utilizado na biosíntese. A amostra foi colocada sobre o cristal 
de ZnSe de ATR e deixada secar numa estufa, de modo a formar um filme sobre o 
cristal, o qual foi posteriormente analisado. 
 
Para se saber a quantidade de Ag+ em solução que se converteu em Ag0, para 
formar as nanopartículas de Ag, recorreu-se à espectroscopia de absorção atómica 
(AAS). Para esta análise foram escolhidos os sobrenadantes das soluções resultantes 
da centrifugação realizada para análise das amostras por FTIR e TEM (Microscopia 
Electrónica de Transmissão) e a solução mãe de AgNO3 (10
-3 M).  
 
De modo a verificar qual a estrutura cristalina das nanopartículas 
biosintetisadas, recorreu-se à espectroscopia de difracção de raios-X (XRD). As 
amostras foram analisadas durante ~13h de modo a ser obtido o maior número de 
contagens. Para esta análise, as amostras líquidas foram colocadas sobre uma placa de 
silício (Si) e deixadas secar ao ar livre de modo a formar um filme sobre a placa, que foi 
posteriormente analisado. Foram analisadas soluções contendo AgNPs sintetisadas 
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através de extracto de Lúcia Lima: 10 mL (24h de reacção a 25 °C) e 6 mL (15 min de 
reacção a 95 °C) e AgNPs sintetisadas a partir de extracto de Erva de S. Roberto: 4 mL 
(24h de reacção a 25 °C) e 2 mL (15 min de reacção a 95° C). Além das AgNPs, também 
foram analisados os extractos de cada planta utilizada na síntese. 
 
II.1.4.2.  Métodos microscópicos 
 
As amostras para a análise por TEM foram preparadas colocando uma gota da 
solução coloidal sobre uma rede de TEM de cobre coberta por um polímero (formvar) 
deixando a água, presente na solução, secar antes de cada análise. 
As amostras analisadas foram os pellets das amostras centrifugadas a 11000 
r.p.m. durante 15 min de AgNPs sintetizadas através do extracto de Lúcia Lima (5, 6, 
7.5 e 10 mL) e Erva de S. Roberto (2, 4 e 6 mL) ambos com 5 mL de AgNO3 (10
-3 M). 
Também foram analisadas amostras preparadas em presença de amónia, isto 
é, chá verde (10 mL) e Lúcia Lima (10 mL) ambos com 5 mL de AgNO3 (10
-3 M). 
 
II.1.5. Análise dos extractos aquosos de Lúcia Lima e Erva de S. 
Roberto por Cromatografia Líquida de Alta Pressão (HPLC) e 
Espectrometria de Massa (MS) 
 
As amostras escolhidas para esta análise foram: extracto de Lúcia Lima (10 mL) 
e Erva de S. Roberto (4 mL) e suspensões de AgNPs sintetizadas a partir de 10 mL de 
extracto de Lúcia Lima e 4 mL de Erva de S. Roberto, após 24h de reacção. 
As amostras foram analisadas por HPLC através da injecção de 25 µL de cada 
amostra usando um gradiente composto por uma solução A (acetonitrilo – ACN) e uma 
solução B (0.05% de ácido trifluoroacético – TFA), de acordo com o seguinte: 0 min., 
15% A, 85% B; 25 min., 28% A, 72% B; 30 min., 46% A, 54% B; 35 min., 15% A, 85% B; 
40 min., 15% A, 85% B. O fluxo de injecção foi de 0.5 mL/min. A detecção foi efectuada 
entre os 200 e os 600 nm com um detector DAD.  
Os picos recolhidos desta análise, correspondentes aos compostos maioritários 
de cada extracto, foram analisados por MS por injecção de cada amostra com um fluxo 
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de 120 µL/h numa fonte de ESI. O potencial aplicado do spray foi de 4.5 kV e a 
temperatura do capilar foi de 200 °C. Todos os restantes parâmetros foram 
optimizados para assegurar uma grande abundância dos iões em estudo. Todos os 
espectros de MS foram obtidos em modo positivo, num intervalo de razão 
massa/carga (m/z) de 50-1200. As experiências de MS/MS (quebras moleculares) 
foram efectuadas com árgon, a energia de colisão foi aumentada gradualmente até o 
percursor e os iões produzidos poderem ser visualizados no espectro de MS/MS, 
através da diminuição da intensidade do pico percursor de modo a serem comparados 
com a intensidade relativa inicial. 
 
II.2. Técnicas 
 
II.2.1. Espectroscopia de UV-Vis 
 
A espectroscopia de UV-Vis utiliza a luz na faixa de energias do visível (400-800 
nm), ultravioleta (300-400 nm) onde as moléculas sofrem transições electrónicas 
moleculares. Esta técnica permite-nos estudar a absorção de luz UV-Vis das soluções, 
em função do comprimento de onda. 
Algumas nanopartículas metálicas apresentam bandas de absorção na região 
do ultravioleta-visível que são devidas à oscilação colectiva dos electrões das 
nanopartículas em ressonância com a onda de luz. Esta banda é denominada por 
banda plasmónica superficial (SPR). O espectro de absorção deste tipo de 
nanopartículas de metais alcalinos, por exemplo, Ag, Au e Cu têm sido extensivamente 
investigados, incluindo o efeito no espectro da variação do tamanho e forma da 
partícula [35] [36]. 
No caso das AgNPs, quando o campo eléctrico de uma onda induz uma 
polarização dos electrões para o núcleo iónico mais pesado das AgNPs, a diferença de 
carga cria uma oscilação dipolar de todos os electrões na mesma fase. Quando a 
frequência do campo electromagnético se encontra ressonante com a corrente de 
electrões em movimento, ocorre uma banda de absorção, que está na origem das 
cores observadas para as AgNPs. Como foi referido anteriormente, a absorção 
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depende fortemente do tamanho da partícula, meio dieléctrico e dos compostos 
circundantes. As AgNPs esféricas com aproximadamente 20 nm exibem uma única 
banda SPR que ocorre na região do visível a entre 420 e 450 nm [37]. No entanto estas 
AgNPs, dependendo do seu tamanho podem aparecer numa região de c.d.o. de 350-
550 nm [38]. A largura das bandas SPR está relacionada com distribuição de tamanhos 
das AgNPs. Para partículas não esféricas, podem ocorrer duas ou mais bandas SPR. A 
variação do c.d.o. máximo das bandas SPR está relacionada com o tamanho médio das 
AgNPs, sendo que quando a banda sofre um desvio para c.d.o. maiores, são obtidas 
partículas de maiores dimensões, enquanto que se o c.d.o. máximo sofrer um desvio 
para comprimentos de onda menores, são obtidas partículas de tamanhos menores 
[37] [39]. 
As medidas espectroscópicas de UV-Vis, para este trabalho, foram realizadas 
num espectrofotómetro Jasco V-560 de feixe duplo operando a uma resolução de 2 
nm na gama de comprimentos de onda 200-900 nm. Para as leituras foram utilizadas 
células de quartzo de 3 mL.   
 
II.2.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de 
Fourier com técnica de Reflectância Total Atenuada (FTIR-ATR) 
 
A espectroscopia de infravermelho (IR) mede as transições entre estados 
vibracionais das moléculas, que são induzidos através da irradiação da amostra com 
luz emitida na região do infravermelho. A maioria dos compostos químicos apresenta 
um espectro com picos bem definidos a determinadas frequências, o que corresponde 
a frequências vibracionais de grupos funcionais específicos ou a determinados tipos de 
ligações [40]. 
A técnica de ATR é uma técnica de análise de superfície que, recentemente tem 
revolucionado as análises de amostras líquidas e sólidas pois é capaz de ultrapassar 
certas dificuldades em análises de IR, tais como a preparação da amostra e sua 
reprodutibilidade espectral.  
Esta técnica é considerada uma das mais simples, directas, flexíveis e sensíveis 
técnicas de IR in situ para soluções aquosas. Um feixe de IR é dirigido para um cristal 
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óptico denso com um índice de refracção elevado (ZnSe ou Ge), num certo ângulo. 
Esta reflectância interna cria uma onda que se estende para além da superfície do 
cristal, de encontro à amostra com a qual se encontra em contacto. Nas regiões do 
espectro de IR onde a amostra absorve energia, a onda proveniente do cristal é 
atenuada ou alterada. A energia atenuada de cada onda proveniente do cristal é 
reflectida de novo para o feixe de IR, que sai do lado oposto do cristal e é transmitida 
para o detector, figura 12. É então gerado um espectro de IR [41]. 
 
Figura 12 – Sistema de ATR de múltipla reflecção [41]. 
 
Neste trabalho a realização dos espectros de FTIR-ATR foi realizada num 
espectrofotómetro Nicolet Nexus 6700 utilizando um acessório de ATR Multi-Bounce 
com um cristal de ZnSe. Todos os espectros foram realizados utilizando uma resolução 
de 2 cm-1, num intervalo de número de onda de 4000-650 cm-1, em modo de 
transmitância. Os espectros apresentados são contribuição de 64 scans efectuados. 
O espectro do background deve ser traçado exactamente nas mesmas 
condições em que é traçado o espectro da amostra, mas sem amostra (por exemplo: 
disco ou pastilha de KBr sem amostra, no caso de amostras sólidas).  
 
II.2.3. Espectroscopia de Absorção Atómica 
 
A espectroscopia de absorção atómica (AAS) é uma técnica utilizada para 
determinação da presença e concentração de um determinado elemento metálico 
numa amostra, através da medição da absorção de radiação por parte da amostra, 
seguindo a lei de Lambert-Beer. 
Os metais absorvem radiação na gama do ultravioleta ou visível quando 
excitados por uma fonte de calor. Cada metal possui um comprimento de onda 
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característico para absorção de radiação. Este instrumento de análise permite a 
detecção selectiva de um determinado metal através da focagem do feixe de luz para 
um determinado comprimento de onda através da chama (fonte de calor) e para um 
detector. A amostra a ser analisada é colocada em contacto com a chama. Se o metal 
em estudo se encontrar presente na amostra, este irá absorver radiação, diminuindo a 
sua intensidade. É então medida a diferença de intensidade da radiação, convertendo-
a em absorvência. À medida que a concentração do metal aumenta, assim aumenta a 
absorção, podendo-se construir uma curva de calibração constituída por várias 
concentrações rigorosamente conhecidas do metal em estudo e através da lei de 
Lambert-Beer determinar a concentração do metal numa determinada amostra. 
Este instrumento de análise é constituído por quatro partes: fonte de radiação, 
sistema de fornecimento de energia térmica, detector e sistema de análise de dados. 
Neste tipo de espectroscopia existem dois métodos de fornecer energia 
térmica à amostra: através de uma fornalha de grafite, onde é utilizado um tubo de 
grafite com elevada corrente eléctrica de modo a aquecer a amostra; ou através de 
uma chama, para onde é aspirada a amostra utilizando um nebulizador. A chama, que 
é alinhada com um feixe de radiação a um determinado comprimento de onda, 
fornece energia aos átomos da amostra fazendo com que estes transitem de um 
estado não excitado para um primeiro estado excitado. Ao ocorrer esta transição, 
parte da radiação emitida pelo feixe é absorvida pela amostra. 
O feixe de radiação é gerado por uma lâmpada específica para o metal em 
estudo. Esta necessita de estar correctamente alinhada com a fonte de calor, para que 
o feixe atravesse a zona de maior energia térmica da fonte de calor e se dirija para o 
detector. O detector mede a variação da intensidade do feixe de radiação quando este 
atravessa a amostra, onde o metal presente na amostra irá absorver parte da radiação. 
O detector regista a variação da intensidade da radiação em termos de absorção, 
sendo essa absorção lida pelo sistema de análise de dados. 
Para a análise de uma amostra que contenha diferentes elementos metálicos, 
não é necessária a separação prévia desses metais para a análise, bastando para isso a 
mudança de lâmpada e o ajuste do comprimento de onda do detector para cada metal 
em estudo [42] [43]. 
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Esta análise foi realizada num espectrofotómetro UNICAM 929 Atomic 
Absorption Spectrometer, em que o modo de análise foi a chama. O comprimento de 
onda de estudo foi 328.1 nm, que é o comprimento de onda característico de absorção 
de radiação do metal em estudo, a prata. A corrente da lâmpada foi de 3 mA. A janela 
de abertura para passagem da radiação foi de 5 nm e o tempo de leitura de cada 
padrão e da amostra foi de 2 segundos, sendo esta leitura realizada em triplicado. 
 
II.2.4. Microscopia Electrónica de Transmissão acoplado com 
Espectroscopia de Raios-X de Dispersão de Energias (TEM-EDX) 
 
Os microscópios electrónicos são instrumentos que permitem a observação e 
caracterização morfológica de um material com base nas radiações resultantes da 
interacção de um feixe de electrões acelerados com a matéria. Condicionando a 
secção e a energia do feixe de electrões incidentes ou reduzindo o volume de 
interacção da amostra, é possível, por utilização de diferentes técnicas de microscopia 
electrónica, fazer a caracterização física, química e estrutural de regiões de dimensões 
muito reduzidas do interior ou das superfícies externa ou interna de interface de uma 
grande diversidade de materiais. O microscópio electrónico de transmissão (TEM) 
integrando uma unidade de detecção de raios X (TEM-EDX) é, assim, um instrumento 
de larga utilização no apoio à investigação e no desenvolvimento e controlo de 
qualidade de materiais com aplicação tecnológica. 
O fundamento do microscópio electrónico baseia-se no bombardeamento de 
uma amostra, colocada sobre uma superfície plana, por um feixe de electrões 
altamente energéticos, com possibilidade de detecção de uma grande variedade de 
efeitos. No entanto, os feixes de electrões são facilmente dispersados por moléculas 
existentes no ar, por isso, as colunas do TEM têm que ser mantidas sob alto vácuo. 
Como os electrões se encontram altamente acelerados, o comprimento de onda 
associado é bastante pequeno, o que permite obter um feixe electrónico de diâmetro 
e abertura angular muito reduzidos, aumentando o poder resolvente e a profundidade 
de campo.  
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Dentro dos vários fenómenos provenientes da interacção dos electrões do 
feixe com a amostra, apresentados na figura 13, encontra-se a emissão de raios X 
característicos da amostra.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13 – Efeitos produzidos pelo bombardeamento de electrões numa amostra [44]. 
 
A emissão de raios X é característica para cada elemento. Atendendo a esta 
especificidade, a emissão de raios X pode ser utilizada na análise química e na 
formação de uma imagem composicional. Os métodos de dispersão de energia são 
assim, especialmente adequados à integração com os microscópios electrónicos, pois 
permitem associar a microanálise por raios X à observação com alta resolução de 
amostras de morfologia complexa.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14 – Fotografia do TEM do Instituto Superior Técnico, Lisboa. 
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Esta técnica tem algumas limitações. Muitos materiais a ser analisados 
requerem uma preparação extensiva de modo a produzir uma amostra 
suficientemente fina para ser transparente para os electrões e a estrutura da amostra 
pode estar a ser alterada durante a sua preparação. O campo de visão é relativamente 
pequeno, correndo o risco da região que está a ser analisada não ser característica de 
toda a amostra e a amostra pode ser danificada pelo feixe de electrões incidente, 
principalmente no caso de materiais biológicos [45]. 
 
A espectroscopia de dispersão de energias é uma técnica de identificação 
elementar que utiliza os raios X emitidos pela amostra. Esta técnica é utilizada em 
associação com a microscopia electrónica, principalmente com a microscopia 
electrónica de varrimento e de transmissão. A espectroscopia de dispersão de energias 
tem a capacidade de fornecer dados qualitativos e quantitativos, permitindo 
determinar quais os elementos presentes numa amostra e em que proporções. 
Os raios X utilizados, quando esta técnica está acoplada à microscopia 
electrónica, são produzidos pelo feixe de electrões do microscópio. Inicialmente, os 
electrões incidentes embatem na amostra, colidindo com a camada de electrões 
interior dos átomos. Esta colisão provoca a ejecção dos electrões dessa camada, 
ocorrendo o decaimento dos electrões das camadas de maior energia. À medida que 
ocorre o decaimento, são emitidos raios X característicos, cuja energia é função do 
número atómico do elemento investigado. 
Esta técnica apresenta algumas limitações. Não se aplica a elementos leves 
(Z<11) e quando existem elementos que têm picos próximos, o seu sinal pode ser 
sobreposto sendo difícil a identificação separada dos elementos [46].  
 
Neste trabalho, as amostras para análise por TEM foram preparadas colocando 
uma gota numa rede TEM de cobre coberta por um polímero (formvar) e deixou-se 
secar a amostra. Estas análises foram efectuadas num aparelho Hitachi H8100 Electron 
Microscope acoplado com um espectrofotómetro de raios-x de dispersão de energias 
operando a uma voltagem de aceleração de 200 kV. 
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II.2.5. Espectroscopia de Difracção de Raios-X (XRD) 
 
Grande parte dos materiais inorgânicos são cristalinos. A sua estrutura 
permite o entendimento das suas propriedades físicas e químicas. Esta estrutura é 
conhecida a partir de estudos de difracção de raios-X que é uma técnica analítica não 
destrutiva e está associada à dispersão de raios-X pelas unidades de um sólido 
cristalino que possuem distâncias reticulares da mesma ordem de grandeza da 
radiação X [47]. 
 
Considerando a dispersão dos raios X por átomos contidos entre duas 
camadas ou planos paralelos do cristal (figura 15), verifica-se que inicialmente os dois 
raios incidentes estão em fase. A onda de cima é reflectida por um átomo da primeira 
camada, enquanto a de baixo é dispersada por um átomo da segunda camada.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15 – Condições geométricas que permitem verificar a lei de Bragg [48]. 
 
A conhecida lei de Bragg, 
θλ dsenn 2=  
 
permite relacionar a distância entre dois planos adjacentes de uma família de planos, 
dhkl (onde hkl são os índices de Miller para os planos considerados), com o ângulo 
entre o plano (hkl) e a direcção do feixe incidente, θhkl, sendo n um número inteiro que 
define a ordem da reflexão. 
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Os valores de θ para os quais ocorre difracção dependem das distâncias 
interplanares características da rede do material, enquanto a intensidade dos feixes 
difractados depende das espécies atómicas presentes e da sua localização dentro da 
célula fundamental [49].  
 
A análise das AgNPs por XRD foi realizada num aparelho Philips X-Ray 
Generator PW 1710 operando a uma voltagem de 40 kV e a uma corrente de 30 mA 
com uma radiação Kα de uma lâmpada de Cu. As amostras de AgNPs foram colocadas 
sobre uma placa de silício (Si) e deixadas secar ao ar formando um filme sobre a placa 
de Si, sendo analisadas de seguida. 
 
II.2.6. Cromatografia Liquida de Alta Pressão e Espectrometria de 
Massa (HPLC e MS) 
 
A cromatografia líquida de alta pressão é uma técnica utilizada 
frequentemente em bioquímica e química analítica para identificar e quantificar 
compostos (contidos na fase móvel) baseados nas suas polaridades e interacções com 
a fase estacionária da coluna cromatográfica. A fase móvel pode interagir com a fase 
estacionária por adsorção, partição, exclusão molecular e troca iónica. Este tipo de 
cromatografia utiliza diferentes tipos de fases estacionárias (normalmente cadeias de 
carbono saturadas hidrofóbicas, por exemplo, octadecil C18, RP18, ODS), uma bomba 
que faz mover a fase móvel e o analito através da coluna, e o detector que nos dá o 
tempo de retenção (RT) característico para o analito. O detector também nos pode dar 
outras informações características como dados de espectroscopia de UV-Vis do 
analito. O tempo de retenção do analito varia dependendo da força de interacção com 
a fase estacionária, a razão composicional dos solventes usados e a velocidade de fluxo 
da fase móvel. Com o HPLC, além da gravidade, a bomba promove uma grande 
pressão necessária para mover a fase móvel e o analito através da coluna densamente 
compactada com a fase estacionária. Quanto mais pequenas forem as partículas que 
constituem a fase estacionária, mais compactada estará a coluna e os compostos serão 
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melhor separados quando comparado com uma cromatografia de coluna (através da 
gravidade). 
Para este trabalho, foi utilizada uma coluna de fase reversa (RP – reversed 
phase), RP-HPLC. Neste tipo de análise são utilizadas: uma fase estacionária apolar e 
uma fase móvel aquosa moderadamente polar. Uma fase estacionária comum é a 
sílica que depois é tratada com RMe2SiCl, onde o R é uma cadeia carbonada linear 
(C18H37 – C18 ou RP18; C8H17 – C8 ou RP8). Com este tipo de coluna, o tempo de 
retenção para moléculas apolares torna-se maior, enquanto que as moléculas polares 
são eluídas rapidamente, ou seja têm tempos de retenção muito curtos. Ajustando a 
fase móvel, podemos aumentar ou diminuir a afinidade de certos compostos para a 
coluna, fazendo com que sejam melhor separados. Uma separação em que a 
composição da fase móvel se mantém constante é denominada de isocrática. No 
entanto, como foi referido, a composição da fase móvel pode ser mudada para 
melhorar a separação dos compostos, sendo denominada de eluição por gradiente 
[50]. 
A composição química dos extractos das plantas em estudo foi efectuada num 
sistema de cromatografia líquida FinniganTM Surveyor® Plus equipado com uma coluna 
RP-18 Purospher® STAR, da Merck e um software Xcalibur. Todas as experiências de 
espectrometria de massa com ionização por electrospray (ESI-MS) foram realizadas 
num espectrómetro de massa com ion trap LCQ Duo da Thermo Finnigan (San Jose, CA, 
EUA) e um espectrómetro de massa ApexQe FTICR da Bruker Daltonics (Billerica, Ma, 
EUA).  
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Neste trabalho foi estudado a síntese de AgNPs usando extractos de Lúcia Lima 
e Erva de S. Roberto. A influência de factores como o tempo, concentração de 
extracto, temperatura de reacção no tamanho e forma das nanopartículas 
biosintetisadas, foi investigado. 
A caracterização das AgNPs foi realizada por técnicas espectroscópicas e 
microscópicas, enquanto que a identificação das biomoléculas presentes nos extractos 
foi obtida por HPLC, MS e FTIR. 
 
III.1. Biosíntese de AgNPs usando extracto de Lúcia Lima  
 
Segundo os estudos que Quirantes-Piné et al. (2009) e Bilia et al. (2008) 
realizaram sobre a composição do extracto aquoso de Lúcia Lima, este tem na sua 
composição fenilpropanóides (16 a 120 mg/g de extracto seco), sendo o verbascósido 
o mais abundante (até 97% do total de fenilpropanóides). Este extracto contém ainda 
derivados de verbascósido, tais como isoverbascósido e iridoides, hastatósido, 
verbalina e derivados mono- e di-glucuronídicos de luteolina e apigenina [20] [19]. Este 
tipo de compostos podem promover a redução dos iões metálicos e conduzir à 
formação de nanopartículas metálicas, e, dependendo das condições de síntese, pode-
se controlar o tamanho e estabilidade das nanoestruturas formadas [1]. 
As AgNPs exibem uma cor amarelo-acastanhada em solução aquosa devido à 
excitação vibracional dos plasmões de superfície em AgNPs. A redução do ião prata e a 
consequente formação da nanopartícula (Ag+→Ag0) durante a exposição a extractos de 
plantas pode ser seguida pela mudança de cor da solução, e portanto por 
espectroscopia de UV-Visível [30]. 
 
III.1.1. Biosíntese de AgNPs na presença de amónia 
 
Os primeiros ensaios da biosíntese de AgNPs foram realizados seguindo a 
metodologia descrita por Vilchis-Nestor et al. (2008) [34]. Neste sentido, de modo a 
testar o procedimento descrito, foram realizados dois ensaios em paralelo, com dois 
extractos de plantas distintos, o chá verde (utilizado pelos autores referidos) e a Lúcia 
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Lima. De referir que a estratégia adoptada por Vilchis-Nestor et al. é a biosíntese de 
AgNPs na presença de amónia. Em relação ao chá verde sabe-se que tem na sua 
composição polifenóis (o extracto aquoso contém 59.8 mg EAC/g de polifenóis; EAC 
=equivalentes de ácido clorogénico em mg por g de extracto seco), terpenóis, tais 
como β-cariofileno (~800 µg/mL), γ-cardineno, linalol (~1600 µg/mL), geraniol, entre 
outros biocompostos que possuem actividade antioxidante e bactericida. Este tipo de 
compostos podem contribuir para o processo de redução de iões metálicos, e também 
podem controlar o tamanho e a estabilidade das nanopartículas formadas [34]. 
Os espectros de UV-Vis realizados e apresentados na figura 16A, de 
nanopartículas de Ag sintetisadas a partir de extracto de chá verde, mostram a 
presença de um pico a ~430 nm, com pequenos desvios do c.d.o. máximo ao longo do 
tempo e com a concentração de chá verde utilizada para a síntese. Este pico é 
característico da presença de AgNPs em solução, devido à sua banda SPR. Segundo 
Vilchis-Nestor et al. a redução dos iões Ag+ para formação das AgNPs estáveis ocorre 
rapidamente após 4h de reacção, tal como acontece na biosíntese de AgNPs com 
extractos de Lúcia Lima e Erva de S. Roberto, como veremos de seguida. Na figura 16B 
observam-se pequenos desvios das bandas SPR, uma ligeira diminuição do c.d.o. 
máximo após 24h de reacção, que podem ser devido à deposição de AgNPs de maior 
tamanho, uma vez que só são detectadas por UV-Vis as AgNPs mais pequenas [34]. O 
desvio de comprimento de onda nas bandas SPR é consequência também das 
diferentes concentrações de chá verde adicionadas para a síntese. No entanto, a 
concentração inicial de Ag e o tempo de reacção também têm um papel crucial nas 
propriedades ópticas e no tamanho das nanopartículas [34]. 
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Figura 16  – Espectros de UV-Vis das AgNPs sintetisadas, na presença de 5 mL de NH4
+concentrada e 5 
mL de AgNO3 (10
-3 M) com diferentes concentrações de chá verde e respectivas tabelas de comprimento 
de onda máximo e suas absorvências; A: 5 mL ; B: 10 mL; C: Imagem de TEM de nanopartículas de Ag 
sintetisadas com 10 mL de extracto de Chá Verde em presença de NH4
+, após 24h de reacção. 
 
Na figura 16C é apresentada uma imagem de TEM representativa das AgNPs 
sintetisadas com 10 mL de chá verde, em presença de NH4
+. As nanopartículas 
apresentam-se dispersas, com contornos irregulares e possuem um tamanho entre 50 
e 100 nm.  
Todos os resultados obtidos neste trabalho para a biosíntese de AgNPs através 
de extracto de chá verde estão de acordo com os resultados obtidos por Vilchis-Nestor 
et al. [34]. 
 
Tempo (h) c.d.o. (nm) Abs 
0 433 0.562 
2 431 0.716 
4 430 0.872 
6 432 0.968 
8 430 1.163 
24 421 0.176 
Tempo (h) c.d.o. (nm) Abs 
0 416 1.148 
2 416 1.382 
4 428 1.694 
6 434.5 1.992 
8 439.5 2.177 
24 425 1.882 
A 
B 
100 nm 
C 
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Como foi referido anteriormente, o mesmo procedimento foi utilizado para a 
síntese de AgNPs com extracto de Lúcia Lima, isto é, na presença de amónia. 
Na figura 17 apresenta-se o espectro de UV-Vis de AgNPs formadas a partir da 
reacção de 5 mL de AgNO3 (10
-3 M) com 10 mL de extracto de Lúcia Lima, em presença 
de NH4
+ concentrada, ao longo do tempo. Depois da adição de AgNO3 a solução passou 
de amarelo torrado a laranja escuro e foi escurecendo com o tempo, tornando-se 
castanha escura ao fim de 72h. No espectro verifica-se o aparecimento de um pico a 
~420 nm característico da formação de AgNPs devido à sua absorvência plasmónica 
superficial. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17 – A: Espectro de UV-Vis das AgNPs sintetisadas com 10 mL de extracto de Lúcia Lima e 5 mL de 
AgNO3 (10
-3 M), em presença de 5 mL de NH4
+ concentrada; imagens de TEM com diferentes ampliações 
de AgNPs: B: após 5h de reacção; C:  após 48h de reacção. 
 
Ao longo do tempo ocorre um desvio da banda SPR para c.d.o mais baixos 
(figura 17), o que pode indicar uma variação no tamanho e forma das nanopartículas 
formadas. [34]. É possível também observar-se uma diminuição da absorvência apartir 
das 24h de reacção. Esta diminuição pode ser devida à deposição de AgNPs de maior 
tamanho, uma vez que só são detectadas por UV-Vis as AgNPs mais pequenas. 
Tempo (h) c.d.o. (nm) Abs 
0 - - 
5 426 0.172 
8 424 0.245 
24 412 0.488 
48 408 0.174 
72 390 0.181 
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Nas figuras 17B e C são apresentadas imagens de TEM de nanopartículas 
formadas após 5h e 48h de reacção. Estas encontram-se dispersas e possuem 
contornos irregulares. Estas AgNPs possuem tamanhos diferentes em função do 
tempo de reacção (entre 50 e 100 nm) e tendem a formar agregados. Estes agregados 
tendem a depositar-se na solução não podendo ser detectados por UV-Vis, como 
referido anteriormente. 
De modo a confirmar que o que é observado nas imagens de TEM são 
realmente AgNPs, todas as amostras foram analisadas por EDX. O espectro 
representativo de EDX encontra-se apresentado na figura 18 e confirma a presença de 
AgNPs, através do aparecimento de um pico a 3 keV, característico da prata. São 
também detectados picos referentes ao cobre que provém da grelha de TEM e ainda 
um pico de carbono que pode ser atribuído quer às biomoléculas que poderão estar à 
superfície da AgNPs quer ao revestimento da grelha de TEM utilizada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18 – Espectro de EDX das nanopartículas de Ag sintetizadas sintetisadas a partir de 10 mL de 
extracto de Lúcia Lima com 5 mL de AgNO3 (10-3 M), em presença de NH4
+, após 48h de reacção. 
 
 
Assim, pode-se então confirmar que as nanopartículas observadas nas imagens 
do TEM são partículas puras de Ag uma vez que não se observam picos de oxigénio, 
que indicaria a formação de óxidos de Ag [51].  
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III.1.2. Influência da concentração de extracto de Lúcia Lima na 
biosíntese de AgNPs na ausência de amónia 
 
De forma a verificar se a presença de amónia seria absolutamente necessária 
na biosíntese, realizou-se o mesmo protocolo mas sem amónia e verificou-se que o 
extracto de Lúcia Lima tem na sua composição agentes redutores capazes de reduzir 
os iões Ag+ a Ag0, formando nanopartículas (figura 19) na ausência deste reagente. 
 
De modo a verificar se a concentração de agente redutor (extracto de Lúcia 
Lima) influencia o tamanho e forma das AgNPs, estas foram sintetisadas a 25 °C, 
utilizando diferentes concentrações de extracto de Lúcia Lima, mantendo constante a 
concentração do percursor, AgNO3. 
 
Na figura 19 são apresentados espectros de UV-Vis de AgNPs sintetisadas com 
diferentes concentrações de extracto de Lúcia Lima a partir dos quais se realizou a 
tabela 1 que evidencia o c.d.o. máximo obtido ao longo do tempo de reacção. 
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Figura 19 – A: Espectros de UV-Vis de AgNPs sintetisadas com A: 5 mL; B:  6 mL; C: 7.5 mL e D: 10 mL de 
extracto de Lúcia Lima e 5 mL de AgNO3 (10
-3 M) e variação de cor ao longo do tempo. 
 
Através da análise da figura 19 é possível observar a formação de uma banda 
SPR a ~430 nm, em todos os espectros, indicativo da presença das AgNPs, em solução 
que vai aumentando de intensidade ao longo do tempo de reacção. Este aumento de 
absorvência pode ser devido à formação de novos núcleos de AgNPs de pequenas 
dimensões. Como é possível observar nos espectros de UV-Vis (figura 19), o extracto 
de Lúcia Lima conseguiu reduzir os iões Ag+ em solução, para formação das AgNPs, em 
apenas 3h de reacção 
Estudos anteriores revelaram que microorganismos tais como bactérias [12] e 
fungos [13] também são capazes que reduzir os iões Ag+, formando AgNPs, como foi 
referido anteriormente. No entanto, o tempo de reacção necessário para a redução 
metálica ocorrer varia entre 24h e 120h de reacção. Esta é uma desvantagem dos 
processos biosintéticos que é necessário ter em atenção se estes métodos vão 
competir com os métodos químicos e físicos para a síntese de AgNPs. O uso de 
extractos de plantas poderá ser uma vantagem significativa para a obtenção de AgNPs 
estáveis em curto espaço de tempo. 
Na tabela 1 podemos observar a variação do c.d.o. das bandas SPR com o 
tempo e a concentração de extracto utilizada na biosíntese. É possível observar 
pequenos desvios das bandas em consequência do tamanho das AgNPs e da sua 
agregação. 
 
C D 
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Tabela 1 – Variação do comprimento de onda máximo e da absorvência de AgNPs sintetisadas com 
várias concentrações de extracto de Lúcia Lima, com 5 mL de AgNO3 (10
-3 M) ao longo do tempo. 
Vchá (mL) 5 mL 6 mL 7.5 mL 10 mL 
Tempo c.d.o. (nm) Abs c.d.o. (nm) Abs c.d.o. (nm) Abs c.d.o. (nm) Abs 
30 min 462 0.022 - - 472 0.077 474 0.071 
1h 446 0.117 438 0.166 460 0.138 460 0.112 
2h 442 0.300 438 0.427 440 0.500 436 0.582 
3h 440 0.385 436 0.552 434 0.635 428 0.758 
4h 438 0.463 432 0.624 432 0.765 426 0.881 
5h 438 0.489 428 0.665 428 0.833 424 0.878 
6h 436 0.558 426 0.719 428 0.883 422 0.903 
24h 426 0.779 420 0.735 421 0.827 416 0.855 
 
Através das absorvências máximas obtidas ao longo do tempo de reacção para 
cada concentração de extracto testada, foi possível realizar um gráfico, apresentado 
na figura 20, que estabelece a relação entre a absorvência máximas ao longo do 
tempo de reacção para cada concentração, dando indicação sobre a velocidade de 
reacção de formação das AgNPs. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20 – Cinéticas da reacção de biosíntese de AgNPs com várias concentrações de extracto de Lúcia 
Lima com 5 mL de AgNO3 (10
-3 M). 
 
A análise desta representação gráfica sugere um aumento da velocidade inicial 
de reacção com o aumento da concentração de extracto de Lúcia Lima utilizada, 
atingindo a estabilização após 24h de reacção. Quando é adicionada uma maior 
concentração de extracto de Lúcia Lima a uma solução de AgNO3, a banda SPR, 
centrada a 430 nm aumenta de intensidade, o que pode ser correlacionado com o 
aumento do número de AgNPs na mistura reaccional. 
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As imagens de TEM, apresentadas na figura 21, mostram AgNPs sintetisadas a 
partir de uma solução de 5 mL de AgNO3 (10
-3 M) contendo extracto de Lúcia Lima com 
diferentes concentrações após 3h e 24h de reacção. A uma ampliação baixa, observa-
se alguma aglomeração de partículas sendo mais evidenciada com o aumento da 
concentração de extracto. No entanto, observando as imagens de resolução mais 
elevada, verifica-se que estas encontram-se individualizadas e dispersas, não se 
encontrando em contacto directo umas com as outras provavelmente devido a 
material orgânico que as reveste e lhe confere estabilidade. De referir que, para todos 
os ensaios foram realizados espectros de EDX que comprovam que as estruturas 
observadas por TEM correspondem a AgNPs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21 – A: Imagens de TEM de AgNPs sintetisadas através extracto de Lúcia Lima com 5 mL de 
AgNO3 (10
-3 M) em vários tempos de reacção: A1: 5 mL de extracto (3h reacção); A2: 5 mL de extracto 
(24h de reacção); B1, B2: 6 mL de extracto (3h de reacção); C1 e C2: 7.5 mL de extracto (3h de reacção); 
D1: 10 mL de extracto (3h de reacção); D2: 10 mL de extracto (24h de reacção). 
 
Através da análise das imagens de TEM anteriores foi possível realizar 
histogramas de distribuição de tamanho das AgNPs, apresentados nas figuras 22 e 23, 
onde foram contabilizadas aproximadamente 110 nanopartículas por amostra. 
De acordo com os histogramas de distribuição de tamanhos de AgNPs 
realizados, foi possível concluir que o tamanho das AgNPs varia entre 5 e 33 nm de 
diâmetro, não variando significativamente o tamanho médio quer ao longo do tempo 
de reacção  quer com a concentração de extracto utilizada. No entanto, observa-se 
que estas aumentam ligeiramente de tamanho com o tempo de reacção (figura 22), 
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sendo que para 5 mL de extracto, às 3h 98.9% das AgNPs têm um tamanho médio de 
15.7 ± 4.9 nm e às 24h 96% das AgNPs possuem um tamanho médio de 19.6 ± 4.3 nm. 
 
 
 
  
 
 
  
 
 
 
Figura 22 – Histogramas da distribuição de tamanhos das AgNPs sintetisadas com 5 mL de extracto de 
Lúcia Lima e 5 mL de AgNO3 (10
-3 M) ao longo do tempo de reacção.  A: 3h; B: 24h. 
 
Também se pode verificar uma diminuição do tamanho com o aumento da 
concentração de extracto para um determinado tempo (3h de reacção) (figura 23), 
não sendo, no entanto, um valor significativo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23 – Histogramas de distribuição de tamanhos das AgNPs ao fim de 3h de reacção com  A: 5 mL; 
B: 6 mL; C: 7.5 mL; D: 10 mL de extracto de Lúcia Lima e 5 mL de AgNO3 (10
-3 M) 
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Em geral, pequenas variações do tamanho médio das AgNPs são observadas 
para as concentrações de extracto e tempos estudados, no entanto quando 
comparadas com as AgNPs sintetisadas em presença de NH4
+, para a mesma 
concentração de extracto de Lúcia Lima, verifica-se que as AgNPs sintetisadas em 
presença deste reagente são de maiores dimensões para o mesmo tempo de reacção. 
Estas diferenças de tamanhos de AgNPs podem ser explicadas através da teoria 
da formação e crescimento de uma nova fase. Este processo consiste na formação 
inicial de pequenos núcleos de AgNPs, onde, após essa formação, ocorre um segundo 
processo que leva ao crescimento dos mesmos por deposição de novos núcleos à 
superfície dos já existentes, levando ao crescimento das AgNPs.  
 
Tanto nas nanopartículas sintetisadas na ausência de NH4
+ como na presença 
deste reagente, é possível observar que as AgNPs estão envolvidas provavelmente por 
um material com características diferentes, provavelmente orgânico, que poderá 
actuar como estabilizador e prevenir a aglomeração.  
As AgNPs obtidas na presença de NH4
+ são de grandes dimensões e a cinética 
da reacção é lenta. Estes resultados estão de acordo com os estudos efectuados por 
Chandran et al. (2006) [32], Kvítek et al. (2005) [33] e Sharma et al. (2009) [52] que, 
como referido anteriormente, realizaram estudos onde sintetisaram AgNPs na 
presença de NH4
+ e verificaram que a velocidade da reacção era mais lenta devido à 
formação de um complexo de prata, [Ag(NH3)2]
+ que altera os potenciais de redução 
dos compostos. A diferença entre o potencial redox do complexo de prata com amónia 
e o agente redutor é menor, o que leva a uma diminuição da velocidade da reacção e 
consequente diminuição do número de núcleos formados, favorecendo o processo de 
crescimento de AgNPs levando ao aumento do seu tamanho [33]. 
 
III.1.3. Influência da Temperatura 
 
De modo a estudar a influência da temperatura na cinética da síntese das 
nanopartículas, esta foi efectuada também a 95 °C.  
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Na figura 24 são apresentados espectros de UV-Vis de AgNPs sintetisadas a 95 
°C com diferentes concentrações de extracto de Lúcia Lima (5 e 6 mL). É possível 
observar que quando a reacção decorre a uma temperatura mais elevada, a formação 
de nanopartículas é muito mais rápida do que à temperatura ambiente, sendo obtida 
uma banda SPR a ~420 nm após apenas 15 minutos de reacção.  
 
 
     
 
 
 
 
 
 
Figura 24 – Espectros de UV-Vis das nanopartíclas de Ag sintetisadas a 95°C a partir de A: 5 mL e B: 6 mL 
de extracto de Lúcia Lima, com 5 mL de AgNO3 (10
-3 M). 
 
Após 15 minutos de reacção a 95 °C, é atingido um nível de absorvência de 0.86 
para 6 mL de extracto, (tabela 2) enquanto que a 25 °C estes níveis de absorvência só 
são atingidos ao fim de 24 horas de reacção (tabela 1). 
 
Tabela 2 – Variação do comprimento de onda e da absorvência nanopartículas de Ag, sintetisadas com 6 
mL de extracto de Lúcia Lima e 5 mL de AgNO3 (10
-3 M) a diferentes temperaturas, ao longo do tempo. 
T ( °C) 25 95 
Tempo c.d.o. (nm) Abs c.d.o. (nm) Abs 
15 min - - 416 0.860 
30 min - - 416 0.925 
1h 438 0.166 416 0.889 
2h 438 0.427 416 0.882 
3h 436 0.552 416 0.856 
4h 432 0.624 418 0.672 
 
Através das tabelas 1 e 2 foi realizada uma representação gráfica das 
absorvências máximas obtidas em função do tempo de reacção para cada 
concentração de extracto testada, a temperaturas reaccionais diferentes, 25 e 95 °C, 
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(figura 25). É possível constatar o aumento da velocidade da reacção quando a 
temperatura de síntese aumenta. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25 – Cinéticas da reacção de biosíntese de AgNPs a 25 °C e a 95 °C com 5 e 6 mL de extracto de 
Lúcia Lima e 5 mL de AgNO3 (10
-3 M) 
 
Nas figuras 26A e B são apresentadas imagens de TEM de AgNPs sintetisadas a 
partir da junção de 5 mL de uma solução de AgNO3 (10
-3 M) com 6 mL de extracto de 
Lúcia Lima, após 15 minutos de reacção a 95 °C. Estas encontram-se individualizadas e 
dispersas, não se encontrando em contacto directo umas com as outras devido 
provavelmente a um material orgânico que as reveste e lhe confere estabilidade, tal 
como referido anteriormente. A partir destas imagens de TEM foi realizado um 
histograma de distribuição de tamanhos das AgNPs sintetisadas a 95 °C, apresentado 
na figura 26C. 
 
 
  
 
       
                    
 
 
 
 
Figura 26 – A e B: Imagens de TEM das nanopartículas de Ag sintetisdas com 6 mL de extracto, com 
diferentes ampliações, após 15 min de reacção a 95 °C; C: Respectivo histograma de AgNPs. 
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O tamanho médio das AgNPs sintetisadas a 95 °C é de 15.3 ± 3.1 nm. Estudos 
efectuados por Song et al. (2009) [30], Kvitek et al. (2005) [33] e Sarkar et al. (2007) 
[29] , verificam que, à medida que a temperatura aumenta, a velocidade da reacção 
também aumenta, devido à elevada energia cinética dos pequenos núcleos formados 
que vão colidindo entre si, aglomerando-se e aumentando o tamanho das AgNPs 
obtidas [29]. No entanto, neste caso, o tamanho das AgNPs obtidas através de 
extracto de Lúcia Lima é mais pequeno em comparação com a síntese a 25 °C, após 
estabilização (às 24h, a 25 °C), em que se observaram AgNPs com 19.6 ± 4.3 nm com 5 
mL de extracto . Este resultado pode ser devido ao revestimento orgânico das AgNPs 
que previne a aglomeração, como já referido. 
Este fenómeno foi também observado na formação de nanotriângulos de Au 
sintetisados usando extracto de folhas de limoeiro, onde a síntese destes 
nanotriângulos foi realizada numa gama de temperaturas de 40 a 80 °C durante 5h. 
Deste estudo foi concluído que um aumento da temperatura de reacção de redução 
metálica resulta num aumento da velocidade da reacção, como foi verificado nos 
espectros de UV-Vis obtidos (figura 24). Este aumento de velocidade traduz-se num 
favorecimento da nucleação, levando à formação de uma grande população de NPs 
esféricas. Devido a este facto, a maior parte dos iões metálicos em solução estão a ser 
consumidos para a formação dos pequenos núcleos, inibindo assim o processo 
secundário de crescimento das NPs [53]. 
 
De modo a confirmar se as nanopartículas de Ag sintetisadas a partir de 
extractos se organizavam em estruturas cristalinas, foi utilizada a técnica de XRD. A 
figura 27 mostra o difractograma das AgNPs sintetisadas a partir de 10 mL (2h de 
reacção a 25 °C) e 6 mL (15 minutos de reacção a 95 °C) de extracto de Lúcia Lima com 
5 mL de AgNO3 (10
-3 M). As amostras foram preparadas colocando a amostra sobre um 
disco de silício (Si) deixando secar de modo a formar um filme, sendo analisadas de 
seguida. 
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Figura 27 – Padrões de difracção de XRD das AgNPs sintetisadas a partir de extracto de Lúcia Lima a 
diferentes temperaturas. 
 
Através da análise do difractograma obtido e pela identificação das reflexões 
de Bragg verifica-se que as AgNPs apresentam uma estrutura cristalina cúbica. Este 
padrão obtido a partir do difractograma mostra que as nanopartículas formadas a 
partir de extracto de Lúcia Lima são cristalinas. 
Os cinco picos característicos das AgNPs aparecem a 38.1°, 44.3°, 64.4°, 77.4° e 
81.5°, que correspondem aos planos cristalinos (111), (200), (220), (311) e (222) da 
prata, respectivamente, pertencentes a uma estrutura cristalina cúbica de faces 
centradas (fcc – face centered cubic) (tabela 3). Cada plano cristalino contém zonas 
energeticamente distintas baseadas nas diferentes densidades atómicas em cada 
plano, como por exemplo, o plano (111) que é conhecido por ser bastante reactivo, 
pois tem grande densidade atómica.  
 
 
Tabela 3 – Reflexões de Bragg características das nanopartículas de Ag e os seus planos cristalinos. 
 
 
 
 
 
 
2θ / ° hkl 
38.095 111 
44.345 200 
64.520 220 
77.365 311 
81.710 222 
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III.1.4. Doseamento do ião prata por Espectroscopia de Absorção 
Atómica 
 
De modo a determinar a taxa de conversão de Ag+ em Ag0 na formação de 
nanopartículas, foi utilizada a técnica de espectroscopia de absorção atómica onde se 
doseou o ião Ag+ que não reagiu. As soluções utilizadas para o doseamento provieram 
de suspensões de AgNPs sintetizadas com extracto de Lúcia Lima (10 mL) e AgNO3 (5 
mL) que, após 24h (a 25 °C) e 3h de reacção (a 95 °C), foram centrifugadas a 11000 
r.p.m. durante 15 minutos. Dessas centrifugações foram retirados os respectivos 
sobrenadantes para o doseamento do ião Ag+ que não reagiu. 
Em primeiro lugar foram lidos os padrões de ião Ag+ para se efectuar a curva de 
calibração. A partir da curva de calibração em anexo, determinou-se a concentração da 
solução inicial de AgNO3, em ião Ag
+, obtendo o valor de 9.034 mg/L. 
Na tabela 4 são apresentados os valores de absorvência obtidos para as 
amostras estudadas e a sua respectiva taxa de redução de Ag. 
 
Tabela 4 – Taxas de redução de Ag em função da temperatura de biosíntese de AgNPs com extracto de 
Lúcia Lima. 
Amostras Abs [Ag
+
] no sobrenadante (mg/L) % Ag
+
 não reagiu % Redução de Ag 
AgNPs 24h (25 °C) 0.474 5.073 55.92 44.08 
AgNPs 3h (95 °C) 0.117 1.295 14.28 85.72 
 
Através da análise desta tabela podemos concluir que realizando a biosíntese 
de AgNPs com extracto de Lúcia Lima a 95 °C e em menos tempo de reacção, obtém-se 
uma maior taxa de redução de Ag+ a Ag0 (85 %) em comparação com a biosíntese a 25 
°C) onde se obteve 44% de redução após 24h de reacção. Este aumento da taxa de 
redução de Ag+ a Ag0 pode ser explicado por um aumento da nucleação e consequente 
aumento do número de AgNPs de tamanho reduzido. Devido à elevada taxa de 
redução, a maioria dos iões Ag+ são consumidos para a formação de núcleos de Ag, 
parando assim o processo de redução secundária à superfície dos núcleos já formados 
que leva ao aumento do tamanho das AgNPs, como já referido [30].  
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III.1.5. Caracterização do extracto de Lúcia Lima por HPLC-MS 
 
O extracto de Lúcia Lima e a suspensão coloidal do extracto após adição de 
AgNO3 (após 24h de reacção) foram analisados por HPLC e por espectrometria de 
massa (MS). Dessa análise resultaram os seguintes cromatogramas, apresentados na 
figura 28, onde se observam quatro picos maioritários. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28 – Cromatogramas do extracto Lúcia Lima (10 mL) antes (A) e depois da formação das 
nanopartículas de Ag (B). 
 
 
Os quatro picos maioritários foram recolhidos e analisados por MS e MS2. A 
identificação de cada pico foi baseada na análise dos tempos de retenção, espectros 
de UV-Vis e dados obtidos dos espectros de MS e MS2. Os resultados da identificação 
de cada pico, reportados na tabela 5, confirmam a presença de verbascósido (pico 2), 
composto mais abundante como foi identificado também por Bilia et al. (2008) [20] e 
por Quirantes-Piné et al. (2009) [19] e o seu isómero isoverbascósido (pico 4), 
detectado em pequena quantidade como foi descrito por Quirantes-Piné et al. (2009) 
[19]. De acordo com a literatura [19], compostos como lutelina-7-O-diglucurónido 
(pico 1) e crisoeriol-7-O-diglucurónido (pico 3) também foram identificados embora 
nas amostras, em pouca quantidade quando comparados com o verbascósido. 
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Tabela 5 – Moléculas presentes no extracto de Lúcia Lima obtido por MS em modo positivo 
Pico tr (min) m/z / [M+H]
+
 Molécula Identificada Estrutura Química 
1 16.94 639.1 Luteolina-7-O-diglucorónido 
 
2 20.92 
 
647,1
a 
 
Verbascósido 
 
3 22.75 653.1 Crisoeriol-7-O-diglucorónido 
 
4 23.82 
 
647.1
a
 
 
Isoverbascósido 
 
a
 Detectado como aducto de sódio 
 
Este tipo de compostos podem ser responsáveis pelo processo de redução 
metálica e podem também revestir as AgNPs, controlando e evitando a sua 
aglomeração. O cromatograma obtido do extracto de Lúcia Lima (figura 28A) 
apresenta uma redução na área do pico 4 (identificado como sendo o 
isoverbascósido), após a formação das AgNPs (figura 28B), o que sugere o 
envolvimento desde composto na síntese das AgNPs. 
Em estudos anteriores [11] foi demonstrado que os grupos carbonilo (–C=O) e 
hidroxilo (–OH) têm forte capacidade de ligar a si iões Ag+. Observando a estrutura 
química dos compostos existentes no extracto de Lúcia Lima, apresentado na tabela 5, 
podemos notar a presença desse tipo de grupos no isoverbascósido, reforçando a 
participação deste composto como principal agente redutor dos iões Ag+ e como 
estabilizador das AgNPs.  
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III.2.2. Caracterização das AgNPs biosintetisadas por FTIR-ATR  
 
Foram realizados espectros de FTIR-ATR com o objectivo de tentar identificar 
qual o tipo de grupos funcionais que contribuem para a redução dos iões Ag+ a Ag0, e 
por conseguinte, na formação de AgNPs. Na figura 29A, a curva a preto representa o 
espectro de FTIR-ATR do extracto de Lúcia Lima (10 mL), a curva a vermelho 
representa o sobrenadante resultante da centrifugação da solução de extracto de 
Lúcia Lima após 24h de bioredução dos iões Ag+ (10 mL de extracto + 5 mL de AgNO3). 
Na figura 29B é apresentado o espectro de FTIR-ATR do pellet após a centrifugação 
mencionada anteriormente, onde se encontram as AgNPs. Todas estas amostras são 
colocadas sobre o cristal de ATR de ZnSe, deixando secar a amostra numa estufa.  
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Figura 29 – A: Espectros de FTIR de 10 mL de extracto de Lúcia Lima antes (curva a preto) e após a 
bioredução (curva a vermelho) e B: AgNPs após centrifugação (pellet). 
 
Analisando o espectro de FTIR-ATR do extracto de Lúcia Lima antes e após a 
reacção de bioredução, é de notar o desaparecimento de algumas bandas, 1042, 1072 
e 1153 cm-1, uma diminuição de outras, tais como 1259 cm-1 e o aparecimento de 
bandas tais como 1358 e 1722 cm-1 em presença de AgNPs, e 1515 cm-1 após a 
bioredução das AgNPs. A atribuição das bandas obtidas no espectro aos grupos 
funcionais correspondentes encontra-se sumarizada na tabela 6. 
 
A B 
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Tabela 6 – Frequências de FTIR-ATR experimentais  do extracto de Lúcia Lima antes e após bioredução 
por parte de AgNO3 e AgNPs. 
Espectro de FTIR-ATR Frequência (cm
-1
) Grupo Funcional Referência 
Lúcia Lima 
1642 OH [54] 
1259 
C-O (polióis) [23] [32] [55] 
1153 
1072 
C-O-C e C=O (fenóis) [55] 
1042 
Lúcia Lima após bioredução 
1700 OH (alcoóis) 
[55] [56] 1600 C=C (aromático) 
1515 NO3 (str sym ou assym) 
AgNPs 
1722 RCH=O (aldeídos ou cetonas) [32] 
1588 C=C (aromático) 
[55] [56] 
1358 NO3 (sym ou assym) 
 
No espectro de FTIR-ATR do extracto de Lúcia Lima (figura 29A, curva a preto), 
a banda a 1642 cm-1 é devido aos modos de vibração de flexão OH dos compostos do 
extracto, os quais possuem grupos OH. [54] [57]. As bandas a 1259 e 1153 cm-1 
confirmam a presença de grupos -C-O de polióis [23] [55]. O desaparecimento destas 
bandas, ou a redução ligeira no caso da banda a 1259 cm-1 no espectro das AgNPs 
(figura 29B), podem ser devidas à redução dos iões Ag+ aquando da oxidação de 
grupos OH dos polióis [32]. Além destas bandas, o espectro de FTIR-ATR mostra 
também o desaparecimento das bandas a 1042 e 1072 cm-1 atribuídas ao estiramento 
vibracional de grupos C-O-C e C-O de grupos fenólicos que também é devido ao facto 
anteriormente referido para as bandas 1259 e 1153 cm-1 [55]. Pela ausência e 
aparecimento deste tipo de bandas podemos inferir que de facto são os polióis os 
responsáveis pela redução de Ag+ [23] [55]. 
Após a formação das AgNPs (figura 29B) ocorre o aparecimento de uma banda 
a 1722 cm-1 correspondente a grupos carbonilo em aldeídos ou cetonas [32], que 
poderá ser devido à oxidação dos grupos OH pelos iões Ag+ como já referido 
anteriormente. A banda a 1588 cm-1 atribuída a vibrações C=C aromáticas [32]. O 
aparecimento das bandas a 1515 cm-1 (figura 29A, curva a vermelho) e 1358 cm-1 
(figura 29B) atribuídas a vibrações simétricas ou assimétricas (str sym ou assym) do 
NO3
- existente em solução são devidos ao percursor das AgNPs, o AgNO3 [55] [56]. 
Ainda, o aparecimento de um ombro a 1652 cm-1 evidencia a presença de quinonas as 
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quais, provavelmente, só estão presentes após a oxidação de compostos fenólicos 
aquando da redução dos iões Ag+ para a formação das AgNPs [23]. 
 
III.2. Erva de S. Roberto 
 
O extracto de Erva de S. Roberto utilizado para este trabalho, como já referido 
anteriormente, possui cinco compostos maioritários, identificados por Lima et al., 
2009 [26]: ácido sináptico glucuronisado, quercitrina, ácido elágico, ácido gálico e 
cianidina.  
À semelhança do que foi referido para o extracto de Lúcia Lima, também estes 
compostos podem estar envolvidos na redução dos iões Ag+ e conduzir à formação de 
AgNPs. Realizou-se então um estudo semelhante em que os mesmos parâmetros 
foram testados para este extracto. 
 
III.2.1. Influência da concentração de extracto de Erva de S. Roberto 
 
Neste estudo, testaram-se diferentes concentrações de extracto de erva de S. 
Roberto (agentes redutores), desde 0.2 mL a 10 mL, de forma a avaliar a sua influência 
na  cinética da formação das AgNPs e no tamanho, forma e dispersão das mesmas. 
 
Na figura 30 estão representados os espectros de UV-Vis de AgNPs sintetisadas 
com concentrações correspondentes à adição de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 e 1 mL de extracto 
de Erva de S. Roberto, ao longo do tempo, onde se pode observar que os espectros 
apresentam uma banda  de absorção alargada devido à contribuição de duas bandas 
SPR na região de 350-550 nm, indicativas da presença de AgNPs [37] [39]. 
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Figura 30 – Espectros de UV-Vis das nanopartículas de Ag sintetisadas com diferentes concentrações 
Erva de S. Roberto e a sua variação de cor ao longo do tempo; A: 0.2 mL; B: 0.4 m; C: 0.6 mL; D: 0.8 mL; 
E: 1 mL. 
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As duas bandas SPR observadas, a primeira centrada entre 360 e 400 nm e a 
segunda centrada entre 470 e 520 nm, podem ser devido à obtenção de partículas 
esféricas e anisotrópicas (não esféricas), respectivamente [37] [39].  
A partir da variação do c.d.o. máximo de cada uma das bandas SPR com o 
tempo (Anexo 2, tabela I e II) e a concentração de extracto utilizada na biosíntese, foi 
possível realizar dois  gráficos, apresentados na figura 31. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31 – Cinéticas da reacção de biosíntese de AgNPs, nas duas bandas SPR, com várias 
concentrações de extracto de Erva de S. Roberto com 5 mL de  AgNO3 (10
-3 M). 
 
Através destes gráficos é possível observar que, em geral, para as AgNPs 
sintetisadas com estas concentrações de Erva de S. Roberto, não se verifica uma 
alteração significativa de velocidade inicial de reacção com a concentração de extracto 
para as duas bandas SPR, podendo apenas visionar-se um pequeno aumento da 
velocidade inicial de formação das AgNPs com o aumento da concentração de extracto 
utilizada. 
 
Nas figuras 32A e B são apresentadas imagens de TEM de AgNPs sintetisadas a 
partir da junção de 5 mL de uma solução de AgNO3 (10
-3 M) com 0.6 mL de extracto de 
Erva de S. Roberto após 4 e 24h de reacção.  
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Figura 32 – A: Imagens de TEM de AgNPs sintetisadas através extracto de 0.6 mL de Erva de S. Roberto 
com 5 mL de AgNO3 (10
-3 M) em dois tempos de reacção: A: 4h reacção; B: 24h de reacção. 
 
Nestas imagens podemos observar que as AgNPs formadas após 4 e 24h de 
reacção se encontram envolvidas provavelmente por um material orgânico. No 
entanto, apesar deste material conferir estabilidade às AgNPs, também parece que 
estas estão retidas dentro da matriz orgânica. As AgNPs obtidas nestas condições não 
são esféricas o que está de acordo com os resultados observados nos espectros de UV-
Vis (figura 30), onde se obtêm bandas SPR alargadas como consequência das 
multiformas das AgNPs sintetisadas. 
A partir destas imagens de TEM foram realizados histogramas de distribuição 
de tamanhos das AgNPs, apresentados na figura 33. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura 33 – Histogramas das AgNPs sintetisadas com 0.6 mL de Erva de S. Roberto e 5 mL de AgNO3 com 
dois tempos de reacção -  A: 4h de reacção; B: 24h de reacção. 
 
Na figura 33 podemos observar uma grande diversidade de tamanhos de 
AgNPs, onde, no histograma das AgNPs sintetisadas com 0.6 mL de extracto, após 4h 
de reacção, (figura 33A), se observa que cerca de 90% das AgNPs possuem tamanho 
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entre 10 e 40 nm, tendo como tamanho médio 24.6 ± 7.1 nm. Após 24h de reacção 
cerca de 94% das AgNPs possuem tamanho entre 5 e 50 nm, tendo como tamanho 
médio 24.8 ± 9.4 nm. Assim, verificamos que para a mesma concentração de extracto 
de Erva de S. Roberto (0.6 mL), o tempo de reacção não influencia o tamanho médio 
das AgNPs. Estes resultados estão de acordo com o observado no espectro de UV-Vis 
para os tempos de 4h e 24h, figura 30C, em que se verificou que a  absorvência  
aumentou com o tempo de reacção,  no entanto a posição da banda manteve-se no 
mesmo c.d.o., indicando que o tamanho e forma das NPs sintetizadas foi bastante 
semelhante, apenas poderá ter aumentado o número de nanopartículas formadas. 
 
Foram sintetisadas AgNPs com concentrações mais elevadas de Erva de S. 
Roberto, utilizando-se 2, 4, 6 e 10 mL de extracto. Os espectros de UV-Vis obtidos ao 
longo do tempo de reacção estão representados na figura 34. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34 – Espectros de UV-Vis das nanopartíclas de Ag sintetisadas com diferentes concentrações Erva 
de S. Roberto e a sua variação de cor ao longo do tempo: A: 2 mL; B: 4 mL; C: 6 mL; D: 10 mL. 
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Nesta gama de concentrações, para 2, 4 e 6 mL de extracto de Erva de S. 
Roberto, após 24h de reacção, ainda se pode observar uma banda alargada pela 
contribuição de duas bandas SPR, a primeira centrada entre 360 e 400 nm e a segunda 
centrada entre 420 e 520 nm, devido possivelmente à formação de partículas esféricas 
e anisotrópicas respectivamente. Para a concentração de 10 mL de extracto de Erva de 
S. Roberto apenas se observa uma banda SPR que, ao longo do tempo sofre um desvio 
para c.d.o. maiores (de 394 nm para 425 nm) devido a que, possivelmente nestas 
condições as partículas formadas serão esféricas. 
 
Tendo em conta as absorvências máximas atingidas para cada banda SPR em 
função do tempo de reacção para cada concentração de extracto testada (Anexo 2, 
tabela II e III), foi possível realizar os gráficos, apresentados na figura 35. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35 – Cinéticas da reacção de biosíntese de AgNPs, para as duas bandas SPR, com várias 
concentrações de extracto de Erva de S. Roberto com 5 mL de  AgNO3 (10
-3 M). 
 
Através da figura 35 é possível observar algumas diferenças na velocidade da 
reacção com a concentração de Erva de S. Roberto. Verifica-se a formação rápida de 
AgNPs de pequenas dimensões com 10 mL de extracto de Erva de S. Roberto ao fim de 
30 min, tendo depois uma velocidade de formação/crescimento mais lenta ao longo 
do tempo. Assim, com o aumento da concentração de extracto a velocidade de 
reacção aumenta, uma vez que existem mais agentes redutores para a bioredução dos 
iões Ag+. Como se pôde concluir através da biosíntese de AgNPs com extracto de Lúcia 
Lima, os principais grupos envolvidos na formação das AgNPs são grupos hidroxilo.  
A 
0 400 800 1200 1600
0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6 1ª banda SPR - 360-400 nm
Ab
s 
λ m
ax
 
(u.
a
.
)
Tempo (min)
 2 mL
 4 mL
 6 mL
 10 mL
B 
0 400 800 1200 1600
0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6 2ª banda SPR - 420-520 nm
Ab
s 
λ m
ax
 
(u.
a.
)
Tempo (min)
 2 mL
 4 mL
 6 mL
Biosíntese e Caracterização de Nanopartículas Metálicas 
 
FCUL 2009-2010  58 
100 nm 
A2 
C2 
100 nm 
C1 
100 nm 
Na figura 36 são apresentadas imagens de TEM de AgNPs sintetisadas a partir 
de 2 mL (figuras 36 A1 e A2), 4 mL (figuras 36 B1 e B2) e 10 mL de extracto de Erva de 
S. Roberto (figuras 36C1 e C2) com 5 mL de AgNO3 (10
-3 M), após vários tempos de 
reacção. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36 – Imagens de TEM de AgNPs sintetisadas através extracto de Erva de S. Roberto com 5 mL de 
AgNO3 (10
-3 M) em vários tempos de reacção: A1: 2 mL de extracto (4h reacção); A2: 2 mL de extracto 
(24h de reacção); B1: 4 mL de extracto (4h de reacção); B2: 4 mL de extracto (24h de reacção); C1:10 mL 
de extracto (4h de reacção); C2: 10 mL de extracto (24h de reacção). 
  
Nestas imagens de TEM podemos observar que as AgNPs formadas após 4 e 
24h de reacção são anisotrópicas e encontram-se provavelmente envolvidas na matriz 
orgânica. Este envolvimento na matriz orgânica pode conferir alguma estabilidade às 
AgNPs formadas. Também é possível observar uma diminuição de tamanho nas AgNPs 
obtidas através da síntese com 10 mL de extracto, obtendo-se também AgNPs mais 
esféricas que as obtidas com as restantes concentrações de extracto. Além disso, 
aparentemente, estas não se encontram retidas na matriz orgânica.  Estes resultados 
estão de acordo com os espectros de UV-Vis obtidos (figura 34A a C) uma vez que para 
as concentrações de 2, 4 e 6 mL de extracto são obtidas bandas SPR alargadas, 
contribuição de duas bandas SPR, que indica a formação de AgNPs esféricas e 
anisotrópicas, como é possível observar nas imagens de TEM para estas 
concentrações. As imagens de TEM obtidas das AgNPs sintetizadas com 10 mL de 
extracto também se encontram de acordo com o respectivo espectro de UV-Vis (figura 
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34D), onde se obtém apenas uma banda SPR centrada a 425 nm, após 24h de reacção, 
indicativo da formação de AgNPs esféricas e de pequenas dimensões. Assim, verifica-
se que concentrações baixas de extracto de Erva de S. Roberto na síntese de AgNPs 
favorecem o crescimento destas formando AgNPs anisotrópicas, uma vez que a 
nucleação é mais lenta. Para concentrações mais elevadas de extracto, 
nomeadamente 10 mL, a nucleação é mais rápida pois existem mais agentes redutores 
em solução. 
 
Através destas imagens de TEM foi possível determinar o tamanho médio das 
AgNPs pela realização de um histograma para cada concentração de extracto de Erva 
de S. Roberto, apresentados na figura 37.  
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Figura 37 – Histogramas das AgNPs sintetisadas com diferentes concentrações de Erva de S. Roberto -  
A: 2 mL (4h de reacção); B: 2 mL (24h de reacção); C: 4 mL (4h de reacção;) e D: 4 mL (24h de reacção); 
E: 10 mL (4h de reacção); F: 10 mL (24h de reacção). 
 
Como se pode observar pelos histogramas apresentados, existe uma variedade 
de tamanhos para cada concentração de extracto de Erva de S. Roberto. Na síntese 
das AgNPs com 2 mL de Erva de S. Roberto após 4h de reacção, cerca de 91%  de 
AgNPs estão entre 5 e 25 nm de tamanho, com tamanho médio de 15.5 ± 4.9 nm. Às 
24h de reacção cerca de 97% das AgNPs estão entre 5 e 45 nm de tamanho, com 
tamanho médio de 20.1 ± 10.6 nm. No caso da biosíntese de AgNPs com 4 mL de 
extracto após 4h de reacção, cerca de 98% das AgNPs encontram-se entre 5 e 35 nm, 
com tamanho médio de 19.4 ± 6.6 nm. Após 24h reacção para esta concentração de 
extracto, cerca de 95% das AgNPs então entre 5 e 45 nm de tamanho, com tamanho 
médio de 22.7 ± 8.4 nm. Para o caso da biosíntese de AgNPs com 10 mL de extracto 
após 4h de reacção, cerca de 92% das AgNPs encontram-se entre 5 e 20 nm, com 
tamanho médio de 11.7 ± 3.9 nm. Após 24h reacção para esta concentração de 
extracto, cerca de 94% das AgNPs então entre 5 e 30 nm de tamanho, com tamanho 
médio de 14.9 ± 5.6 nm (tabela 7) [58]. A variedade de tamanho e formas de AgNPs 
observadas confirma os resultados obtidos por UV-Vis, isto é, a presença de uma 
banda larga devido à contribuição de duas bandas SPR. 
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Tabela 7 – Variação do tamanho das AgNPs sintetisadas com várias concentrações de extracto de Erva 
de S. Roberto ao longo do tempo (2, 4 e 10  mL). 
V extracto (mL) 
Tempo de 
Reacção (h) 
Intervalos de 
Tamanho (nm) 
% de AgNPs 
Tamanho 
Médio (nm) 
2 
4 5 - 25 91 15.5 ± 4.9 
24 5 - 45 97 20.1 ± 10.6 
4 
4 5 - 35 98 19.4 ± 6.6 
24 5 - 45 95 22.7 ± 8.43 
10 
4 5 - 20 92 11.7 ± 3.9 
24 5 - 30 94 14.9 ± 5.6 
 
Observando os tamanhos de AgNPs obtidos da síntese com 10 mL de extracto, 
verifica-se que estes são de menores dimensões quando comparados com as AgNPs 
sintetisadas com 2 e 4 mL, as quais, entre si, não variam significativamente. Estes 
resultados estão de acordo com os respectivos espectros de UV-Vis (figura 34)  uma 
vez que a banda SPR das AgNPs sintetisadas com 10 mL encontra-se a um c.d.o. menor 
(24h – 424 nm) do que a banda SPR obtida para as AgNPs sintetisadas com 2 e 4 mL de 
erva de S. Roberto (4 mL (24h) – 434 nm). 
Comparando os tamanhos das AgNPs obtidas com 2, 4 e 10 mL de Erva de S. 
Roberto com as sintetisadas com 0.6 mL de extracto (figura 33), observamos que as 
obtidas com maior concentração de extracto são de menores dimensões. Estes 
resultados também estão de acordo com os espectros de UV-Vis (figura 31C) onde se 
obtém uma banda SPR a um c.d.o. maior (474 nm) para AgNPs sintetisadas com 0.6 mL 
de extracto após 24h. No entanto, com o aumento do tempo de reacção, estas 
aumentam ligeiramente de tamanho. Estes resultados podem ser explicados através 
da teoria da formação e crescimento de AgNPs que, como referido anteriormente, 
consiste na formação inicial de pequenos núcleos de AgNPs, onde, após essa 
formação, ocorre um segundo processo que leva ao crescimento dos mesmos por 
deposição de novos núcleos à superfície dos já existentes, levando ao crescimento das 
AgNPs com o aumento do tempo de reacção [28], como foi verificado por estes 
resultados. 
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III.2.2. Influência da Temperatura 
 
Também foi testada a influência da temperatura na cinética da síntese das 
nanopartículas utilizando extracto de Erva de S. Roberto. Foram testadas as 
concentrações de Erva de S. Roberto de 2 e 6 mL e os espectros de UV-Vis obtidos ao 
longo do tempo encontram-se representados na figura 38. 
 
 
 
 
 
 
     
 
 
Figura 38 – A: Espectro de UV-Vis das nanopartíclas de Ag sintetisadas a 95° C com A: 2 mL e B: 6 mL de 
Erva de S. Roberto e 5 mL de AgNO3 (10
-3 M) 
 
Tal como também se observou para a biosíntese de AgNPs com extracto de 
Lúcia Lima, quando a reacção decorre a uma temperatura mais elevada, a formação de 
nanopartículas ocorre muito mais rapidamente do que a 25 °C atingindo níveis de 
absorvência aos 15 minutos iguais aos atingidos só ao fim de 24h de reacção a 25 °C, 
como se pode observar através da tabela 8. Os espectros de UV-Vis obtidos na 
biosíntese a 95 °C apresentam uma única banda SPR a ~415 nm, indicativo da presença 
de AgNPs esféricas em suspensão. Esta banda SPR sofre desvios para c.d.o. maiores, ao 
longo do tempo de reacção, o que pode indicar um crescimento das AgNPs, segundo a 
teoria de formação das AgNPs referida anteriormente. 
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Tabela 8 – Variação do comprimento de onda e da absorvência nanopartículas de prata, sintetisadas a 
95 °C , ao longo do tempo, utilizando Erva de S. Roberto. 
V extracto (mL) 2 mL 6 mL 
Tempo c.d.o. (nm) Abs c.d.o. (nm) Abs 
5 min 408 0.417 416 0.473 
10 min 412 0.711 418 1.095 
15 min 414 0.846 416 1.112 
30 min 414 0.951 416 1.113 
1h 414 0.974 416 1.094 
2h 414 0.958 416 1.068 
 
Comparando os c.d.o. máximos das bandas SPR obtidas na síntese de AgNPs a 
25 °C com a síntese a 95 °C, verifica-se um desvio destas bandas para c.d.o. menores 
com o aumento da temperatura de reacção (figura 34A e C). Este desvio pode dever-se 
à formação de partículas menores dimensões. No entanto, e como se poderá verificar 
de seguida através das imagens de TEM, não é o que acontece. Este resultado pode 
dever-se à existência de outros factores que levam à variação do tamanho das AgNPs 
como será explicado de seguida. 
 
Como se pode verificar através da tabela 8, ao fim de 5 minutos de reacção, 
obteve-se 0.417 e 0.473 de absorvência, para 2 e 6 mL de extracto, respectivamente, 
enquanto que para as mesmas concentrações de extracto, a 25 °C, este nível de 
absorvência só é atingido ao fim de 24 horas de reacção (0.447 e 0.324 para 2 e 6 mL 
de extracto, respectivamente, figura 34A e C). Através dos valores apresentados na 
tabela 8 e os espectros da figura 34A e C, foi realizada uma representação gráfica das 
absorvências máximas atingidas em função do tempo de reacção para cada 
concentração de extracto testada, a temperaturas reaccionais diferentes, 25 e 95 °C 
(figura 39). 
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Figura 39 – Cinéticas da reacção de biosíntese de AgNPs a 25 °C e a 95 °C com 2 e 6 mL de extracto de 
Erva de S. Roberto. 
 
Como é possível observar através espectros de UV-Vis (figura 38) e respectivos 
gráficos de cinética de reacção (figura 39), à medida que a temperatura de reacção 
aumenta, a velocidade da reacção também aumenta devido ao aumento da energia 
cinética dos pequenos núcleos formados, como foi reportado por Sarkar et al. [29].   
 
Na figura 40 são apresentadas imagens de TEM de AgNPs sintetisadas a partir 
de 2 mL (figuras 40 A1 e A2) e 6 mL de extracto de Erva de S. Roberto (figuras 40 B1 e 
B2) com 5 mL de AgNO3 (10
-3 M), após vários tempos de reacção. Através das imagens 
de TEM verifica-se que a aglomeração das AgNPs se encontra mais evidenciada 
quando a concentração de extracto aumenta. As AgNPs obtidas a uma temperatura 
mais elevada são esféricas, em comparação às obtidas a 25 °C (figura 36 e 40), 
obtendo-se então uma banda SPR estreita como foi verificado nos espectros de UV-Vis 
(figura 38). 
 
 
 
 
 
 
Figura 40 – Imagens de TEM de AgNPs sintetisadas a 95 °C com diferentes concentrações de Erva de S. 
Roberto com 5 mL de AgNO3 (10
-3 M) em vários tempos de reacção: A1: 2 mL de extracto (5 min de 
reacção); A2: 2 mL de extracto (15 min de reacção); B1 e B2: 6 mL de extracto (5 min de reacção). 
100 nm 
A1 
100 nm 
A2 
100 nm 
B2 
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Tendo como base estas imagens de TEM, foram realizados histogramas, 
apresentados na figura 41, de modo a serem determinados os tamanhos das AgNPs 
obtidas nas várias condições de síntese. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 41 – Histogramas de AgNPs sintetisadas a 95 °C com diferentes concentrações de Erva de S. 
Roberto com 5 mL de AgNO3 (10-3 M): A: 2 mL de extracto (5 min de reacção); B: 2 mL de extracto (15 
min de reacção) C: 6 mL de extracto (5 min de reacção). 
 
Através destes histogramas podemos observar que na biosíntese de AgNPs com 
2 mL de extracto de Erva de S. Roberto, após 5 minutos de reacção a 95 °C, cerca de 
96% das AgNPs encontram-se entre 15 e 35 nm de tamanho, com tamanho médio de 
23.8 ± 4.9 nm. Após 15 minutos de reacção para a mesma concentração de extracto, 
cerca de 98% das AgNPs encontram-se entre 10 e 50 nm, com tamanho médio de 29.7 
± 9.2 nm. Para o caso da biosíntese de AgNPs com 6 mL de extracto de Erva de S. 
Roberto após 5 minutos de reacção, cerca de 96% das AgNPs encontram-se entre 10 e 
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65 nm, com tamanho médio de 35.5 ± 15.3 nm. Estes valores encontram-se 
evidenciados na tabela 9. 
 
Tabela 9 – Variação do tamanho das AgNPs sintetisadas a 95 °C com várias concentrações de extracto 
de Erva de S. Roberto ao longo do tempo (2 e 6 mL). 
V extracto (mL) 
Tempo de 
Reacção (min) 
Intervalos de 
Tamanho (nm) 
% de AgNPs 
Tamanho 
Médio (nm) 
2 
5 15 - 35 96 23.8 ± 4.9 
15 10 - 50 98 29.7 ± 9.2 
6 5 10 - 65 96 35.5 ± 15.3 
 
Como foi referido anteriormente, e ao contrário do que acontece com a 
biosíntese de AgNPs com extracto de Lúcia Lima a 95 °C, o tamanho das AgNPs 
sintetisadas com extracto de Erva de S. Roberto, aumenta com a temperatura de 
reacção e com a concentração de extracto. Este resultado pode ser devido a que, a 
uma temperatura mais elevada, a energia cinética dos pequenos núcleos de Ag 
formados aumenta, resultando num aumento da frequência de colisão entre estes 
núcleos, o que leva a uma maior taxa de aglomeração de AgNPs. Esta elevada taxa de 
aglomeração leva ao aumento do tamanho das AgNPs através do mecanismo de 
crescimento de AgNPs sob a superfície dos núcleos já formados.  
 
Tal como no ensaio de biosíntese de nanopartículas de Ag com extracto de 
Lúcia Lima, também se realizaram análises de difracção de raios-X das AgNPs 
sintetisadas com Erva de S. Roberto. A figura 42 mostra o difractograma das AgNPs 
sintetisadas a partir de 4 mL (24h de reacção a 25 °C) e 2 mL (15 min de reacção a 95 
°C) de extracto de Erva de S. Roberto com 5 mL de AgNO3 (10
-3 M). Também é 
apresentado o difractograma do extracto de Erva de S. Roberto. As amostras foram 
preparadas de igual modo ao da biosíntese de AgNPs com extracto de Lúcia Lima, 
colocando a amostra sobre uma placa de silício e deixando secar ao ar livre, de modo a 
ser formado um filme sobre a placa. 
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Figura 42 – Padrões de difracção de Raios-X de extracto de Erva de S. Roberto e de nanopartículas de Ag 
sintetisadas com várias concentrações de Erva de S. Roberto e a diferentes temperaturas. 
 
Através dos padrões de difracção de raios-X obtidos para as várias amostras é 
possível afirmar que as AgNPs também adquirem uma estrutura cristalina quando 
sintetisadas com Erva de S. Roberto, tal como também acontece para a síntese de 
AgNPs com extracto de Lúcia Lima, obtendo-se as reflexões de Bragg características da 
prata, ou seja, os planos cristalinos (111), (200), (220), (311) e (222) pertencentes a 
uma estrutura cúbica de faces centradas (fcc). Para além das reflexões de Bragg 
características da prata, também se obtiveram picos adicionais os quais não 
pertencem à estrutura cristalina da prata. Deste modo também foi analisado por XRD 
o extracto de Erva de S. Roberto e observou-se a presença desses mesmos picos, o que 
indica que este extracto possui biocompostos com alguma cristalinidade. 
 
III.2.3. Doseamento do ião prata por Espectroscopia de Absorção 
Atómica 
 
De modo análogo ao realizado para a síntese de AgNPs através de extracto de 
Lúcia Lima, para a Erva de S. Roberto foram doseados os sobrenadantes das soluções 
de AgNPs com 4 mL (24h de reacção a 25 °C) e 2 mL (15 min de reacção a 95 °C) de 
extracto de Erva de S. Roberto com 5 mL de AgNO3 (10
-3 M). Os cálculos foram 
efectuados de modo análogo utilizando a mesma curva de calibração utilizada na 
análise para o extracto de Lúcia Lima. Na tabela abaixo são apresentados os valores de 
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absorvência obtido para os sobrenadantes e as respectivas taxas de redução em 
função da temperatura. 
 
Tabela 10 – Taxas de redução de Ag em função da temperatura de biosíntese. 
Amostras Abs [Ag
+
] sob (mg/L) % Ag
+
 não reagiu % Redução de Ag 
AgNPs - 24h (25 °C) 0.260 2.812 31.00 69.00 
AgNPs - 15 min (95 °C) 0.250 2.706 29.83 70.17 
 
Analisando os resultados obtidos, podemos concluir que para a biosíntese de 
AgNPs, tendo o extracto de Erva de S. Roberto como agente redutor, obteve-se uma 
taxa de redução de Ag+ elevada quando comparada com o extracto de Lúcia Lima (44% 
de redução a 25 °C), sendo esta taxa independente da temperatura de síntese. Esta 
diferença de taxa de redução entre os dois extractos poderá ser devido aos compostos 
presentes em cada extracto e aos seus poderes redutores. 
 
III.2.4. Caracterização do extracto de Erva de S. Roberto por HPLC 
 
Tal como foi efectuado para o extracto da Lúcia Lima, também o extracto de S. 
Roberto foi analisado por HPLC, figura 43. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43 – Cromatograma do extracto de Erva de S. Roberto. 
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Neste cromatograma podemos identificar os picos indicados e apresentados na 
tabela 11, fazendo uma correspondência de tempos de retenção por comparação de 
espectros de UV-Vis de cada tempo de retenção, tendo em conta a identificação dos 
compostos realizada por Lima, 2009 [26]. 
 
Tabela 11 – Compostos maioritários no extracto aquoso de Erva de S. Roberto obtidos por 
espectroscopia de massa em modo positivo.  
Pico tr (min) m /z [M+H] Molécula Identificada Estrutura Química 
 
1 
 
4.33 
 
425.2 
 
 
Ácido sináptico 
glucuronisado 
O
O
O
O
OH
O
O
OH
OH
OH
OH  
 
2 
 
 
3 
 
 
4 
 
 
8.88 
 
 
9.29 
 
 
10.04 
 
193 
 
 
303 
 
 
449 
 
Ácido Gálico 
 
 
Ácido Elágico  
 
 
Quercitrina 
 
 
 
 
5 
 
16.42 
 
287 
 
Cianidina 
 
 
Como é possível observar na tabela 11, todos estes compostos possuem grupos 
OH na sua estrutura, e como referido anteriormente, poderão ser os grupos 
responsáveis pela formação das AgNPs. Na literatura encontra-se reportado a 
biosíntese de NPs tendo como agentes redutores a quercetina e o ácido gálico, onde 
os seus grupos catecol poderão ser oxidados a quinonas, doando electrões ao ião 
metálico presente em solução, reduzindo-o, promovendo assim a formação de NPs  
[21] [27] . no entanto, devido à presença do mesmo tipo de grupos nos restantes 
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compostos identificados, estes também poderão actuar como agentes redutores para 
a formação de AgNPs. 
 
III.2.5. Caracterização das AgNPs biosintetisadas por FTIR-ATR 
 
Os espectros de FTIR obtidos antes e depois da formação das nanopartículas, 
podem oferecer informação sobre as mudanças químicas dos grupos funcionais 
envolvidos no processo de bioredução dos iões Ag.  
Este estudo foi realizado de modo análogo ao realizado para a síntese de 
AgNPs com extracto de Lúcia Lima. Na figura 44A, a curva a preto representa o 
espectro de FTIR-ATR do extracto de Erva de S. Roberto (4 mL) e a curva a vermelho 
representa o sobrenadante resultante da centrifugação da solução de extracto de Erva 
de S. Roberto após 24h de bioredução dos iões Ag+ (4 mL de extracto + 5 mL de 
AgNO3). Na figura 44B é apresentado o espectro de FTIR-ATR do pellet após a 
centrifugação mencionada anteriormente, onde se encontram as AgNPs. Todas as 
amostras são colocadas sobre o cristal de ATR de ZnSe, deixando secar a amostra 
numa estufa, de modo a eliminar a contribuição das bandas de H2O, visto serem 
amostras aquosas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 44 – A: Espectros de FTIR da solução de 4 mL de Erva de S. Roberto antes (curva a preto) e após a 
bioredução (curva a vermelho) e B: solução de AgNPs. 
 
Analisando os espectros de FTIR-ATR, apresentados na figura 44, é de referir 
que não existe o desaparecimento total de nenhuma banda, mas sim a sua diminuição. 
Além disso são visíveis algumas mudanças na zona de 1200-1000 cm-1. Existe ainda o 
A B 
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aparecimento de uma banda a 1417 cm-1. A atribuição das bandas obtidas no espectro 
aos grupos funcionais correspondentes encontra-se sumarizada na tabela 12. 
 
Tabela 12 – Frequências de FTIR-ATR experimentais  do extracto de Erva de S. Roberto antes e após 
bioredução por parte de AgNO3 e AgNPs. 
Espectro de FTIR-ATR Frequência (cm
-1
) Grupo Funcional Referência 
Erva de S. Roberto 
1679 C=O α, β-insaturado (polióis) [23] [56] 
1594 
C=C e C-C (aromático) [32] [54] [56] 
1513 
1366 flexão C-H (CH2) quando ligado a C=O [56] 
1070 C-OH (álcool 2º) [55] [56] 
Erva de S. Roberto  -sobrenadante 
1369 
1072 
NO3
-
 (str sym ou assym) 
C-OH (álcool 2º) 
[56] 
[55] [56] 
AgNPs 
1417 O-H (deformação) [56] 
1243 
C=O α, β-insaturado (oxidação de polióis) [23] [56] 
1150 
1027 -C-O-C [55] [56] 
 
No espectro de FTIR-ATR do extracto de Erva de S. Roberto (figura 44A, curva a 
preto), a banda a 1679 cm-1 pode ser atribuída a grupos carbonilo α,β-insaturados 
provenientes da oxidação de polióis, a 1243 e 1150 cm-1 (figura 44B) (vibrações de 
estiramento de C-OH fenólicos) [23] [56]. O aparecimento destas últimas bandas no 
espectro das AgNPs indica que compostos como polióis podem estar envolvidos na 
formação e estabilização das AgNPs. Através dos estudos da composição fitoquímica 
deste extracto, efectuado por Lima [26], este tem na sua composição muitos 
compostos com grupos OH que poderão participar na redução dos iões Ag+ e 
estabilização das AgNPs formadas. A banda a 1366 cm-1 pode ser atribuída a vibrações 
de flexão C-H de grupos CH3 quando estes se encontram ligados a grupos C=O [56]. A 
banda a 1070 cm-1 pode ser atribuída a vibrações de estiramento C-OH em álcoois 
secundários aromáticos. Esta banda varia a sua frequência consoante o tipo de 
compostos presentes, pois no espectro do extracto das AgNPs (figura 44B), esta 
aparece a 1078 cm-1. Na figura 44A (curva a vermelho) a banda a 1369 cm-1 pode ser 
devida a vibrações de estiramento simétricas ou assimétricas (str sym ou assym) de 
NO3
-  existente em solução, devido ao percursor das AgNPs, o AgNO3 [56]. No espectro 
das AgNPs (figura 44B), a banda a 1027 cm-1 corresponde a vibrações e estiramento -
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C-O-C em éteres aromáticos [55] [56]. Ocorre o aparecimento de uma banda a 1417 
cm-1 em presença das AgNPs que pode ser atribuída a vibrações de deformação O-H 
[56]. Todas estas bandas indicam a possibilidade de compostos com grupos OH, tais 
como o ácido gálico ácido elágico e quercitrina, que estão presentes no extracto em 
estudo, como foi verificado por Lima [26], serem os responsáveis pela redução dos 
iões Ag+, indicado por vários autores em vários estudos [23] [32] [55].  
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IV.1. Conclusões 
 
Este estudo teve como objectivo principal a síntese de AgNPs estáveis através 
do uso de extractos de plantas, como Lúcia Lima e Erva de S. Roberto. Estudou-se a 
influência de factores como a concentração de extracto, o tempo de reacção e a 
temperatura de síntese no tamanho e forma das AgNPs. 
Através dos resultados obtidos pela realização deste trabalho pode-se concluir 
que ambos os extractos estudados (Lúcia Lima e Erva de S. Roberto) possuem 
compostos com capacidade redutora suficiente para reduzir os iões Ag+, formando 
com sucesso AgNPs. A velocidade de formação de AgNPs estáveis através do uso 
destes extractos é relativamente rápida quando comparada com a síntese através de 
microorganismos, como referido por alguns autores, requerendo apenas 3h de 
reacção para a sua formação a 25 °C. Ao realizar a biosíntese de AgNPs a uma 
temperatura mais elevada (95 °C), a velocidade de formação de AgNPs é mais elevada, 
levando à formação de AgNPs de menores tamanhos para o caso do uso de extracto 
de Lúcia Lima e de maiores tamanhos para o caso do uso de Erva de S. Roberto, após 
estabilização. Na síntese de AgNPs a 95 °C com extracto de Lúcia Lima, as AgNPs são 
de menor tamanho (15.3 ± 3.1 nm com 6 mL de extracto de Lúcia Lima, após 15 min a 
95 °C, em comparação com 19.6 ± 4.3 nm, com 5 mL de extracto após 24h de reacção 
a 25 °C) devido ao elevado número de pequenos núcleos de formação, inibindo o seu 
crescimento. No caso da síntese de AgNPs a 95 °C com Erva de S. Roberto, as AgNPs 
são de maior tamanho (29.7 ± 9.2 nm com 2 mL de extracto de Erva de S. Roberto, 
após 15 min a 95 °C, em comparação com 20.1 ± 10.6 nm, com 2 mL de extracto após 
24h de reacção a 25 °C) pois os pequenos núcleos poderão ter maior tendência para 
agregação devido ao aumento da sua energia cinética com a temperatura, fazendo 
aumentar a sua taxa de colisão entre si, formando AgNPs de tamanhos maiores. A taxa 
de redução dos iões Ag+, determinada por espectroscopia de absorção atómica, 
revelou que, para o caso do extracto de Lúcia Lima a taxa foi de cerca de 45% para a 
síntese a 25 °C e 85% para a síntese a 95 °C. Para a erva de S. Roberto a taxa de 
redução do iões Ag+ foi se 70% em ambas as sínteses. 
Assim, podemos concluir que ambos os extractos utilizados para este trabalho 
(Lúcia Lima e Erva de S. Roberto) são capazes de sintetisar AgNPs devido à sua 
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composição fitoquímica rica principalmente em compostos fenólicos e 
fenilpropanóides que reduzem os iões Ag+ a Ag0 possivelmente através da oxidação de 
grupos hidroxilo a quinonas doando os electrões aos iões Ag+. 
 
IV.2. Perspectivas Futuras 
 
Foi possível concluir que os extractos de Lúcia Lima e Erva de S. Roberto são 
capazes de sintetisar AgNPs estáveis. Verificou-se a influência de diversos factores 
como a concentração de extracto, o tempo de reacção e a temperatura de síntese na 
variação da forma e tamanho das AgNPs. No entanto, alguns factores ficaram ainda 
por estudar, tais como a concentração de agente percursor, AgNO3 na variação do 
tamanho e forma das AgNPs. Ainda não foi possível descobrir qual o mecanismo da 
formação de AgNPs ou os compostos responsáveis pela redução dos iões Ag+ para o 
caso da síntese utilizando extracto de Erva de S. Roberto. Assim será necessário um 
estudo mais aprofundado da biosíntese de AgNPs com extracto de Erva de S. Roberto 
de modo a elucidar o(s) composto(s) responsável(eis) pela formação das AgNPs e a sua 
elevada tendência de aglomeração. 
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ANEXO 1 – Curva de calibração para doseamento do ião Ag+ em solução de 
AgNPs por Espectroscopia de Absorção Atómica. 
 
Para a determinação da taxa de redução do ião Ag+ a Ag0, recorreu-se à 
realização de uma curva de calibração onde foram lidas as absorvências de soluções 
padrão de ião Ag+ com concentrações bem definidas. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I – Curva de calibração para o doseamento do ião Ag+ por espectroscopia de absorção atómica. 
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ANEXO 2 – Tabelas das bandas SPR obtidas na síntese de AgNPs com várias 
concentrações de extracto de Erva de S. Roberto. 
 
 
Tabela I – Variação do comprimento de onda máximo e da absorvência de AgNPs sintetisadas com 
várias concentrações de extracto de Erva de S. Roberto ao longo do tempo (0.2 a 0.6 mL). 
Vextracto (mL) 0.2 mL 0.4 mL 0.6 mL 
Tempo 
1ª SPR 2ª SPR 1ª SPR 2ª SPR 1ª SPR 2ª SPR 
c.d.o. 
(nm) 
Abs 
c.d.o. 
(nm) 
Abs 
c.d.o. 
(nm) 
Abs 
c.d.o. 
(nm) 
Abs 
c.d.o. 
(nm) 
Abs 
c.d.o. 
(nm) 
Abs 
0 - - - - - - - - - - - - 
30 min - - - - - - - - - - - - 
1h - - - - - - - - - - - - 
2h 382 0.041 482 0.053 396 0.085 496 0.081 378 0.061 474 0.068 
3h 392 0.095 486 0.106 392 0.128 498 0.134 384 0.132 472 0.142 
4h 392 0.114 488 0.128 394 0.141 506 0.157 382 0.163 478 0.189 
5h 388 0.134 494 0.157 394 0.155 506 0.177 390 0.199 474 0.226 
6h - - - - 392 0.167 510 0.189 390 0.226 472 0.254 
24h 394 0.295 522 0.341 396 0.170 526 0.224 390 0.252 474 0.295 
 
 
 
 
 
Tabela II – Variação do comprimento de onda máximo e da absorvência de AgNPs sintetisadas com 
várias concentrações de extracto de Erva de S. Roberto ao longo do tempo (0.8 a 2 mL). 
Vextracto (mL) 0.8 mL 1 mL 2 mL 
Tempo 
1ª SPR 2ª SPR 1ª SPR 2ª SPR 1ª SPR 2ª SPR 
c.d.o. 
(nm) 
Abs 
c.d.o. 
(nm) 
Abs 
c.d.o. 
(nm) 
Abs 
c.d.o. 
(nm) 
Abs 
c.d.o. 
(nm) 
Abs 
c.d.o. 
(nm) 
Abs 
0 - - - - - - - - - - - - 
30 min - - - - - - - - - - - - 
1h 364 0.034 - - - - - - - - - - 
2h 366 0.048 470 0.060 390 0.104 504 0.086 - - - - 
3h 370 0.071 492 0.103 386 0.183 510 0.205 386 0.110 510 0.112 
4h 378 0.101 498 0.144 388 0.221 512 0.238 386 0.144 508 0.15 
5h 382 0.137 500 0.182 386 0.168 520 0.203 382 0.123 512 0.143 
6h 386 0.154 498 0.199 392 0.241 512 0.264 382 0.164 512 0.176 
24h 390 0.211 498 0.276 388 0.324 482 0.371 366 0.354 442 0.447 
 
 
 
Biosíntese e Caracterização de Nanopartículas Metálicas 
 
FCUL 2009-2010  IV 
 
 
Tabela III – Variação do comprimento de onda máximo e da absorvência de AgNPs sintetisadas com 
várias concentrações de extracto de Erva de S. Roberto ao longo do tempo (4 a 10 mL). 
Vextracto (mL) 4 mL 6 mL 10 mL 
Tempo 
1ª SPR 2ª SPR 1ª SPR 2ª SPR SPR 
c.d.o. (nm) Abs c.d.o. (nm) Abs c.d.o. (nm) Abs c.d.o. (nm) Abs c.d.o. (nm) Abs 
0 - - - - - - - - - - 
30 min - - - - - - - - 404 0.067 
1h - - - - - - - - 402 0.068 
2h - - - - 370 0.020 516 0.010 402 0.068 
3h 370 0.09 494 0.070 368 0.030 510 0.017 402 0.074 
4h 362 0.123 492 0.100 370 0.035 492 0.033 402 0.082 
5h 370 0.120 490 0.111 376 0.044 478 0.054 394 0.135 
6h 366 0.159 490 0.126 382 0.059 482 0.740 394 0.115 
24h 370 0.370 434 0.588 386 0.250 438 0.324 424 0.451 
           
 
ANEXO 3 – Artigo científico publicado 
 
Parte deste trabalho experimental deu origem a um artigo publicado na revista 
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. 
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